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1.1. Die Bedeutung von Zellfusionen fu¨r die Entwicklung von
Lebewesen
Zell-Zell-Fusionen spielen eine bedeutende Rolle bei der Entwicklung mehrzelliger Lebewe-
sen. Ein bekanntes Beispiel fu¨r eine Zellfusion ist die Verschmelzung von ma¨nnlicher und
weiblicher Keimzelle wa¨hrend der Befruchtung, der Beginn neuen Lebens. Wa¨hrend der Ent-
wicklung der Zygote zu einem adulten Individuum und u¨ber die gesamte Lebensspanne finden
weitere Zellfusionen statt. Hierdurch bilden sich mehrkernige Zellen, die sogenannten Syn-
cytien. In tierischen Organismen spielen Zellfusionen eine Rolle bei der Bildung und dem
Erhalt von Organen und Geweben, der Immunabwehr und der Entstehung von Krankheiten
[Oren-Suissa and Podbilewicz, 2007; Willkomm and Bloch, 2015]. Beispielsweise fusionieren
wa¨hrend der Differenzierung und Regeneration von Muskeln zehntausende von Myoblasten
und bilden mehrkernige Muskelfasern [Ball and Goodman, 1985; Abmayr and Pavlath, 2012].
Auch wa¨hrend der Differenzierung der Linse im Auge von Wirbeltieren finden Zellfusionen statt,
die zu mehrschichtigen Syncytien fu¨hren. Es wurde vorgeschlagen, dass diese eine wichtige
Rolle beim Austausch von Proteinen in der Linse spielen [Shestopalov and Bassnett, 2000;
Shi et al., 2009; Oren-Suissa and Podbilewicz, 2010]. Im Gegensatz zu diesen Zellfusions-
Ereignissen, die einen essentiellen Schritt bei der Entwicklung der entsprechenden Organe
darstellen, fusionieren Makrophagen selten und zu spezifischen Gelegenheiten. Der Zusam-
menschluss zu mehrkernigen Makrophagen vergro¨ßert die Zellen und ermo¨glicht hierdurch
den Abbau gro¨ßerer Partikel, die einzelne Makrophagen auch in ihrer Gesamtheit nicht de-
gradieren ko¨nnen [Chen et al., 2007]. Beispielsweise fusionieren Makrophagen im Knochen
zu mehrkernigen Osteoclasten, die wa¨hrend der Embryonalentwicklung und der gesamten Le-
bensspanne eines Individuums eine bedeutende Rolle beim Knochenumbau spielen. In An-
wesenheit von großen ko¨rperfremden Partikeln oder Pathogenen fusionieren Makrophagen zu
Fremdko¨rperriesenzellen mit effizienten resorbierenden Eigenschaften [Anderson et al., 2008;
Chen et al., 2007; Oren-Suissa and Podbilewicz, 2010]. Neben den vorteilhaften Auswirkungen
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von Zellfusionen wa¨hrend der Bildung und Entwicklung von Organen und der Immunabwehr
bergen sie auch Risiken fu¨r die Gesundheit. Durch die Fusion von Tumorzellen mit Stamm-
zellen oder Leukozyten ko¨nnen deren Eigenschaften angenommen werden, was zu einer ho-
hen Teilungsrate und Metastasenbildung fu¨hren und somit zur Entstehung von Krebs beitragen
kann [Parris, 2015]. Da bestimmte Virus-Erkrankungen mit einem erho¨hten Krebsrisiko verbun-
den sind, wird zudem vermutet, dass virale Fusionsproteine zur Fusion von Krebszellen und
damit der Entstehung und Pathogenita¨t von bo¨sartigen Tumoren beitragen ko¨nnen [Gao and
Zheng, 2011].
In adulten Hermaphroditen des Fadenwurms C. elegans liegen etwa 30 % der 959 somatischen
Zellkerne in Syncytien vor, die durch Zellfusionen entstanden sind [Sulston et al., 1983; Pod-
bilewicz and White, 1994]. Dieses Beispiel hebt die Bedeutung von Zellfusionen in tierischen
Systemen hervor. Zellfusionen spielen daru¨ber hinaus auch eine bedeutende Rolle fu¨r die Be-
fruchtung, Entwicklung, Homo¨ostase und Pathogenita¨t anderer mehrzelliger Lebewesen, von
Protisten u¨ber Pflanzen bis zu Pilzen [Aguilar et al., 2013]. Dabei wird grundsa¨tzlich zwischen
drei unterschiedlichen Zellfusionstypen unterschieden, die als non-self fusion, self fusion und
auto fusion bezeichnet werden (Abbildung 1.1). Bei der non-self fusion handelt es sich um se-
xuelle Fusionsereignisse, bei denen Zellen unterschiedlicher Genotypen miteinander fusionie-
ren. Im Gegensatz dazu steht die vegetative self fusion, bei der Zellen des gleichen Genotyps
miteinander fusionieren. Im dritten Typ, der auto fusion, fusioniert eine Zelle mit sich selber.
Wa¨hrend die non-self fusion dem Austausch von genetischem Material dient, tragen die self
fusion und auto fusion zur Entstehung von Geweben, Organen und spezifischen Zellstrukturen
bei [Oren-Suissa and Podbilewicz, 2010].
Die Untersuchung von Zellfusionen in verschiedenen Organismen, Zelltypen und Entwicklungs-
stadien hat gezeigt, dass es sich hierbei um einen komplexen Vorgang handelt, der genetisch
exakt reguliert wird. Trotz aller Unterschiede in der Regulation und dem genauen Ablauf ver-
schiedener Zellfusionsereignisse, finden alle Zellfusionen in drei grundlegenden Schritten statt:
Zuna¨chst differenzieren die Zellen zu fusionskompetenten Zellen. Dieser Schritt beinhaltet un-
ter Anderem die Aufnahme und intrazellula¨re Verarbeitung von extrazellula¨ren Signalen, die
zur Polarisierung der Fusionspartner und einer Anna¨herung durch Migration oder Wachstum
fu¨hrt. In einem zweiten Schritt binden die Zellen aneinander. Der dritte Schritt ist die eigent-
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Abbildung 1.1.: Drei Zellfusionstypen
Zellfusionen ko¨nnen je nach Art der beteiligten Zellen in drei Typen unterteilt werden. Type 1: non-self
fusion. In dieser Klasse fusionieren genetisch unterschiedliche Zellen miteinander. Type 2: self fusion. In
dieser Klasse fusionieren genetisch identische Zellen miteinander. Diese ko¨nnen sich in dem gleichen
oder einem anderen Entwicklungsstadium befinden. Type 3: auto fusion. In dieser Klasse fusionieren
Zellen mit sich selber und bilden spezifische Zellstrukturen. Abbildung entnommen aus [Oren-Suissa
and Podbilewicz, 2010].
liche Zellfusion, in der die Plasmamembranen der Fusionspartner sich miteinander verbinden
und Cytoplasma durch die geo¨ffnete Fusionspore geteilt wird. Im Anschluss an ein sexuelles
Fusionsereignis findet immer eine Aufhebung der Fusionskompetenz statt, um weitere Zellfu-
sionen zu verhindern. Dieser Schritt findet nach vegetativen Zellfusionen nicht zwingend statt
und je nach Zelltyp ko¨nnen bereits fusionierte Zellen weitere Zellfusionen eingehen [Aguilar
et al., 2013].
In den letzten zwei Jahrzehnten hat die Forschung an Zellfusionen einen Aufschwung erlebt.
Wissenschaftler auf der ganzen Welt heben heute die Bedeutung von Zellfusionen fu¨r eine
gesunde Entwicklung und die Entstehung von Krankheiten in allen ho¨heren Lebewesen hervor.
Trotz des hohen Stellenwerts und der klinischen Relevanz von Zellfusionsereignissen, bleiben
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die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen weitestgehend unverstanden [Oren-Suissa
and Podbilewicz, 2010; Willkomm and Bloch, 2015].
1.2. Molekulare Grundlagen der Zellfusion am Beispiel des Yeast
Mating Pheromone Pathways
Eines der bestuntersuchten Zellfusionsereignisse ist das Mating in der Ba¨ckerhefe Saccha-
romyces cerevisiae [Bardwell, 2005]. In der Hefe gibt es zwei Paarungstypen, MATa und
MATα. Haploide Zellen entgegengesetzten Paarungstyps fusionieren miteinander (non-self fu-
sion), und bilden eine diploide MATa/MATα-Zygote. Diese kann sich anschließend vegetativ
durch Sprossung vermehren oder, induziert durch Stress wie Stickstoffmangel, eine Meiose
durchlaufen und vier Sporen hervorbringen [Ydenberg and Rose, 2008]. Wa¨hrend des Matings
durchlaufen die Hefezellen die typischen drei Phasen der Zellfusion (Abschnitt 1.1 und Abbil-
dung 1.2).
Die molekularen Voraussetzungen fu¨r einen erfolgreichen Ablauf der Zellfusion wurden in der
Hefe gru¨ndlich untersucht und eine umfassende Liste der beteiligten Faktoren erstellt [Bardwell,
2005]. Die Erkenntnisse aus der Hefe gelten als Referenzmodell fu¨r Zellfusionen in verschiede-
nen eukaryotischen Systemen und werden daher hier ausfu¨hrlich beschrieben (Abbildung 1.3).
Das Mating wird eingeleitet, wenn Pheromone des entgegengesetzten Paarungstyps an spe-
zifischen Rezeptoren in der Plasmamembran binden. Bei den Pheromonen handelt es sich um
kurze Peptide, die sich je nach Paarungstyp unterscheiden. Zellen des Paarungstyps MATα
sekretieren das Pheromon α-Faktor und produzieren gleichzeitig Rezeptoren, die das Phero-
mon a-Faktor des entgegengesetzten Paarungstyps erkennen. In den Zellen des Paarungstyps
MATa ist es genau umgekehrt: Sie sekretieren den a-Faktor und erkennen mit Hilfe ihrer Re-
zeptoren das Pheromon α-Faktor [Jenness et al., 1983]. Bei den Rezeptoren handelt es sich
um G-Protein-gekoppelte-Rezeptoren, die sich in den MATa- und MATα-Zellen voneinander
unterscheiden [Burkholder and Hartwell, 1985; Nakayama et al., 1985]. Strukturell besteht die-
se Superfamilie von Rezeptoren aus 7 Transmembrandoma¨nen, die eine Lokalisation in der
Plasmamembran vermitteln. Intrazellula¨r sind die Rezeptoren mit einem trimeren G-Protein
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Abbildung 1.2.: Mating in der Hefe S. cerevisiae
Die erste Phase der Zellfusion, die Differenzierung zu fusionskompetenten Zellen, beinhaltet das Er-
kennen von Pheromonen des entgegengesetzten Paarungstyps. Hierdurch wird die Bildung polar wach-
sender Mating-Fortsa¨tze induziert, den sogenannten Shmoos. Durch gezieltes Wachstum der Shmoos
in Richtung der ho¨chsten Pheromon-Konzentration etablieren die sessilen Hefezellen physischen Kon-
takt mit der Partnerzelle [Segall, 1993; Bardwell, 2005]. In der zweiten Phase der Zellfusion werden die
Zellwa¨nde der Partnerzellen durch spezifische Adha¨sions-Moleku¨le, die sogenannten Agglutinine, an
der Kontaktstelle fest miteinander verbunden [Wickerham, 1958; Zhao et al., 2001]. Im Anschluss findet
ein umfangreicher Umbau der Zellwand statt, wobei unter anderem die Zellwand an der Kontaktstel-
le zwischen den Partnerzellen abgebaut wird, so dass die Plasmamembranen sich beru¨hren [Gammie
et al., 1998; Chen et al., 2007]. Unmittelbar darauf folgend findet in der dritten Phase die eigentliche
Zellfusion statt. Durch Verschmelzen der Plasmamembranen entsteht eine Fusionspore, durch die Cy-
toplasma und andere Zellinhaltsstoffe ausgetauscht werden [Heiman and Walter, 2000; Jin et al., 2004].
Nach der anschließend erfolgenden Karyogamie ist das Mating abgeschlossen. Die diploide Zelle kann
sich im Anschluss vegetativ vermehren oder eine Meiose einleiten, durch die vier Sporen entstehen,
die sich unter gu¨nstigen Umweltbedinungen ihrerseits vegetativ vermehren oder in Anwesenheit einer
Partnerzelle wieder in den sexuellen Lebenszyklus eintreten und fusionieren ko¨nnen [Ydenberg and
Rose, 2008]. Abbildung vera¨ndert nach [Merlini et al., 2013].
assoziiert [Bardwell, 2005]. Das trimere G-Protein und alle weiteren beteiligten Komponen-
ten unterscheiden sich in MATa- und MATα-Zellen nicht voneinander. Nachdem ein Rezeptor
das Pheromon des entgegengesetzten Paarungstyps bindet, katalysiert er den Austausch von
GDP zu GTP an der Gα-Untereinheit des assoziierten trimeren G-Proteins [Alvaro and Thorner,
2016]. Diese entla¨sst daraufhin das Heterodimer Gβγ, welches die intrazellula¨re Signalweiter-
leitung u¨ber eine MAP-Kinasen-Kaskade einleitet [Nomoto et al., 1990; Atay and Skotheim,
2017]. Dabei vermittelt die Gγ-Untereinheit die fu¨r diesen Schritt essentielle Membranasso-
ziation u¨ber einen Palmitoyl- und Farnesylanker [Manahan et al., 2000], wa¨hrend Gβ direkt mit
drei wichtigen Effektoren interagiert: (1) Die PAK-Kinase Ste20 aktiviert die Fus3 MAP-Kinasen-
Kaskade, die in der Aktivierung des Transkriptionsfaktors Ste12 resultiert, der die Genexpres-
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sion von u¨ber 200 Mating-spezifischen Genen reguliert. (2) Das Geru¨stprotein Ste5 rekrutiert
die Kinasen der Fus3 MAP-Kinasen-Kaskade an die Plasmamembran und bringt sie hierdurch
in direkte ra¨umliche Na¨he zu der aktivierenden Kinase Ste20. (3) Das Geru¨stprotein Far1 spielt
eine Rolle beim Arrest interagierender Zellen in der G1-Phase des Zellzyklusses und bei der
Ausrichtung des polaren Wachstums in Richtung des ho¨chsten Pheromongradienten. [Roberts
et al., 2000; Bardwell, 2005].
Abbildung 1.3.: Modell der intrazellula¨ren Signaltransduktion wa¨hrend des Matings in der Hefe
S. cerevisiae
Vereinfachte Darstellung der intrazellula¨ren Signalweiterleitung wa¨hrend des Matings in der Hefe S. ce-
revisiae. Nach dem Erkennen von Pheromonen des entgegengesetzten Paarungstyps an der Zellmem-
bran wird ein Signal u¨ber die Fus3 MAP-Kinasen-Kaskade ins Zellinnere weitergeleitet. Die aktivierte
Kinase Fus3 wandert in den Zellkern, wo sie den Transkriptionsfaktor Ste12 und das Geru¨stprotein
Far1 reguliert. Far1 besitzt eine duale Funktion, die eng mit der subzellula¨ren Lokalisation des Prote-
ins verknu¨pft ist. Im Zellkern induziert phosphoryliertes Far1 den Zellzyklus-Arrest, wa¨hrend es an der
Plasmamembran essentiell fu¨r die Ausrichtung der Shmoos in die Richtung der ho¨chsten Pheromon-
Konzentration ist. Zur Vereinfachung der Grafik ist nur eine Hefezelle dargestellt. Die Abbildung ist nicht
maßstabsgetreu.
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Die Aktivierung der Fus3 MAP-Kinasen-Kaskade wird u¨ber die Rekrutierung von Ste20 und
Ste5 an die Plasmamembran durch das Heterodimer Gβγ eingeleitet [Leeuw et al., 1998; Feng
et al., 1998]. Ste20 ist eine PAK-Kinase, deren katalytisches Zentrum durch die CRIB-Doma¨ne
im N-Terminus der Kinase inhibiert wird [Lamson et al., 2002]. An der Plasmamembran inter-
agiert die PAK-Kinase mit dem Adapterprotein Bem1. Bem1 ist gleichzeitig mit der aktivierten
GTPase Cdc42 assoziiert, wodurch eine Aktivierung von Ste20 durch die GTPase Cdc42 ver-
einfacht wird [Moskow et al., 2000; Takaku et al., 2010; Alvaro and Thorner, 2016]. Cdc42
bindet an die CRIB-Doma¨ne von Ste20, woraufhin das katalytische Zentrum der Kinase frei
wird. Diese aktive Konformation wird vermutlich durch Autophosphorylierung der Kinase sta-
bilisiert [Lamson et al., 2002]. Der dritte Effektor von Gβγ ist das Geru¨stprotein Ste5, das die
drei Kinasen des Fus3 MAP-Kinase-Moduls bindet und in Pheromon-stimulierten Zellen durch
die Interaktion mit Gβγ an die Plasmamembran rekrutiert [Elion, 2001; Pryciak and Huntress,
1998; Bardwell, 2005].
MAP-Kinasen-Module sind ubiquita¨r vorhandene und in Pilzen, Pflanzen und Tieren hoch
konservierte Signaltransduktionswege, die extrazellula¨re Signale innerhalb der Zelle weiter-
leiten und eine angemessene Zellantwort auslo¨sen. Die Kernkomponenten eines MAP-Kinase-
Moduls sind drei Kinasen, die sich hierarchisch phosphorylieren und hierdurch aktivieren. Das
oberste Glied dieser Kette ist eine MAP Kinase Kinase Kinase (MAPKKK), welche die MAP
Kinase Kinase (MAPKK) an zwei konservierten Threonin- oder Serinresten phosphoryliert. Die
aktivierte MAPKK aktiviert anschließend die MAP Kinase (MAPK) durch die Phosphorylierung
eines Threonin- und eines Tyrosinrests. Aktivierte MAP Kinasen phosphorylieren zahlreiche
Substrate, darunter Transkriptionsfaktoren, Proteine des Cytoskeletts, Phosphatasen und Kina-
sen, und regulieren hierdurch Metabolismus, Zellmorphologie, Zellzyklus und die Vera¨nderung
der Genexpression als Antwort auf eine Vielzahl extrazellula¨rer Stimuli [Qi and Elion, 2005;
Chen and Thorner, 2007]. Ho¨here Eukaryoten besitzen mehrere MAP-Kinasen-Module, die
durch unterschiedliche externe Reize angesprochen werden und angemessene Zellantworten
auslo¨sen. Einige MAP-Kinasen-Module teilen sich Komponenten. Die Spezifita¨t der Zellantwort
kann unter anderem durch Geru¨stproteine gewa¨hrleistet werden. Diese interagieren mit spezi-
fischen Komponenten der MAP-Kinasen-Module, bestimmen die subzellula¨re Lokalisation und
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bringen Faktoren in ra¨umliche Na¨he zueinander, die fu¨r eine spezifische Zellantwort no¨tig sind
[Garrington and Johnson, 1999].
Die Fus3 MAP-Kinasen-Kaskade aus S. cerevisiae besteht aus der MAPKKK Ste11, der
MAPKK Ste7 und der MAPK Fus3 [Errede and Levin, 1993]. Alle drei Kinasen interagieren
mit dem Geru¨stprotein Ste5 und werden in Pheromon-stimulierten Zellen an die Plasmamem-
bran rekrutiert [Marcus et al., 1994; Pryciak and Huntress, 1998]. Ste5 interagiert dabei mit
dem Heterodimer Gβγ und mit dem Geru¨stprotein Bem1, das mit der durch Cdc42 aktivierten
PAK-Kinase Ste20 interagiert[Dowell et al., 1998; Lyons et al., 1996]. Durch diese zahlreichen
Protein-Protein-Interaktionen gelangen Ste20 und Ste11 in ra¨umliche Na¨he, was eine Akti-
vierung von Ste11 durch Ste20 ermo¨glicht [Feng et al., 1998]. Die aktivierte MAPKKK Ste11
aktiviert die Downstream-Kinase Ste7, die wiederum die MAPK Fus3 aktiviert. Diese verla¨sst
den Ste5-Komplex und phosphoryliert zahlreiche Substrate an der Plasmamembran, im Cyto-
plasma und im Zellkern [Gartner et al., 1992; Alvaro and Thorner, 2016].
Eine der Kernaufgaben von Fus3 ist die Aktivierung des Transkriptionsfaktors Ste12. Dieser
interagiert mit den Proteinen Dig1 und Dig2 und liegt in diesem Komplex reprimiert vor. Akti-
viertes Fus3 transloziert in den Nukleus, wo es Dig1 und Dig2 phosphoryliert, die daraufhin
Ste12 aus der Repression entlassen [Tedford et al., 1997]. Ste12 wird ebenfalls von Fus3
phosphoryliert, was die Aktivita¨t des Transkriptionsfaktors weiter steigert [Hung et al., 1997;
Alvaro and Thorner, 2016]. Ste12 bindet an spezifische Promotorregionen und reguliert hier-
durch Gene, die fu¨r den weiteren Verlauf des Matings eine Rolle spielen [Harrison and DeLisi,
2002]. Darunter befinden sich unter anderem Gene deren Produkte fu¨r die feste Verankerung
der Partnerzellen (Agglutinine), fu¨r den Zellzyklus-Arrest (Far1) oder fu¨r die Zellfusion (Prm1)
beno¨tigt werden, aber auch deaktivierende Faktoren wie die Phosphatase Msg5 [Bardwell,
2005; Alvaro and Thorner, 2016]. Ein weiteres Gen, das durch Ste12 reguliert wird, ist FUS3,
wodurch die Signalweiterleitung positiv versta¨rkt wird. Eine wichtige Komponente, die aktivier-
tes Fus3 phosphoryliert, ist das Geru¨stprotein Far1. In phosphoryliertem Zustand inhibiert Far1
den G1-Cyclin-Cdk1-Komplex, wodurch die haploiden Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus-
ses verharren [Atay and Skotheim, 2017]. Ein weiteres Substrat von Fus3 ist das Formin Bni1,
dessen Phosphorylierung das polarisierte Wachstum der Shmoos weiter fo¨rdert [Alvaro and
Thorner, 2016].
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Das polare Wachstum der Shmoos in Richtung des ho¨chsten Pheromongradienten wird in
der Hefe durch eine Ansammlung von Polarita¨tsfaktoren an der Plasmamembran initiiert, den
sogenannten Polarity Patches [Atay and Skotheim, 2017]. Die Bildung der Polarity Patches
wird durch Far1 beeinflusst, das in einem Komplex mit Cdc24, ein GTP-Austauschfaktor (Gua-
nine nucleotide exchange factors, GEF ) fu¨r die kleine Rho-GTPase Cdc42, vorliegt [Nern
and Arkowitz, 1999]. In nicht-stimulierten Hefezellen befindet sich der Far1/Cdc24-Komplex
hauptsa¨chlich im Zellkern und teilweise im Cytoplasma und wird in Pheromon-stimulierten Zel-
len durch die Interaktion mit freiem Gβγ an die Plasmamembran rekrutiert. Hierdurch gelangt
Cdc24 in ra¨umliche Na¨he zu der kleinen Rho-GTPase Cdc42, die u¨ber einen Geranylgeranylan-
ker mit der Plasmamembran verbunden ist, und aktiviert diese. Aktiviertes Cdc42 rekrutiert das
Geru¨stprotein Bem1 an die Plasmamembran. Anschließend werden weitere Faktoren wie das
an der Polymerisierung von Aktin beteiligte Protein Bni1 an die Polarity Patches rekrutiert, wo-
durch es zur Ausbildung von polarem Wachstum kommt [Kozubowski et al., 2008; Alvaro and
Thorner, 2016].
In dem gut untersuchten Prozess des Mating in der Hefe S. cerevisiae ist ein Großteil der
beteiligten Komponenten bekannt. Die Forschung der letzten 30 Jahren hat gezeigt, dass die
einzelnen Komponenten eine Vielzahl von zeitlich und ra¨umlich hoch dynamischen Interaktio-
nen eingehen. Um dieses Komplexe Netzwerk besser zu verstehen, wurden die Signalwege
die zu polarem Wachstum und zur transkriptionellen Regulation durch Ste12 fu¨hren weitest-
gehend isoliert voneinander betrachtet. Dabei wurden die vielschichtigen Vernetzungen dieser
Signalwege und ihre hohe Dynamik nicht ausreichend beru¨cksichtigt. Trotz des breiten Wissens
u¨ber die einzelnen Komponenten und Interaktionen fehlt fu¨r ein tiefergreifendes Versta¨ndnis da-
her bis heute ein vollsta¨ndiges Bild, das die Gesamtheit der Signalwege wa¨hrend des Mating
darstellt und in den allgemeinen Kontext weiterer vernetzter Signalwege in S. cerevisiae stellt
[Bardwell, 2005; Atay and Skotheim, 2017].
1.3. Neurospora crassa als Modellorganismus
Zellfusionen spielen auch eine wichtige Rolle bei der vegetativen Entwicklung und der sexu-
ellen Vermehrung des filamento¨sen Ascomyceten Neurospora crassa [Fleissner et al., 2008].
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Pilze der Gattung Neurospora wurden erstmals 1843 in Frankreich, damals unter den Namen
Oı¨dium aurantiacum und Penicillium sitophilum, als Kontaminant in franzo¨sischen Ba¨ckereien
beschrieben. In den folgenden Jahrzehnten tauchte Neurospora meist unter dem Namen Mo-
nilia sitophila in Europa, Asien und Nordamerika als Kontaminant von Brot in Ba¨ckereien, von
Bagasse wa¨hrend der kommerziellen Gewinnung von Zuckersaft aus Zuckerrohr, von Labora-
torien in der Mykologie und Pathologie und als Erstbesiedler nach Waldbra¨nden auf. Erst im
darauffolgenden Jahrhundert erfolgte anhand von Kreuzungsversuchen die heute noch gu¨ltige
Einteilung der gefundenen Pilze in verschiedene Arten der neu benannten Gattung Neurospora
[Shear and Dodge, 1927]. Neurospora crassa etablierte sich schnell als geeigneter Modellor-
ganismus fu¨r genetische und biochemische Untersuchungen und war maßgeblich an der Ent-
wicklung der ”Ein-Gen-Ein-Enzym“-Hypothese von George Beadle und Edward Tatum beteiligt,
die hierfu¨r 1958 mit einem Nobelpreis ausgezeichnet wurden. Die damals durchgefu¨hrten Un-
tersuchungen von biochemischen Mutanten in N. crassa gelten heute als einer der Grundsteine
der Molekularbiologie [Beadle and Tatum, 1941; Davis and Perkins, 2002; Horowitz, 1991].
Die schnelle Etablierung von Neurospora als erfolgreicher Modellorganismus hat vielfa¨ltige
Gru¨nde. Wie die meisten Ascomyceten kann N. crassa sich vegetativ oder geschlechtlich ver-
mehren. Bis auf eine kurze Phase wa¨hrend der sexuellen Fortpflanzung ist der Organismus
haploid, was ihn zuga¨nglich fu¨r klassische genetische Kreuzungsexperimente, Tetradenanalyse
und molekularbiologische Analysen macht. Der Pilz la¨sst sich auf definiertem Minimalmedium
einfach kultivieren und produziert dank des kurzen Lebenszyklus und der hohen Reproduk-
tionsrate nach wenigen Tagen viele vegetative Sporen, die sogenannten Konidien. Auch der
sexuelle Lebenszyklus ist kurz, sodass sich in wenigen Wochen viele Nachkommen generie-
ren lassen. Erhaltene Sta¨mme von N. crassa lassen sich einfach konservieren und beno¨tigen
bis zur erneuten Ausplattierung keine weitere Pflege. Dank der langen Tradition von Neuro-
spora als Modellorganismus wurde im Laufe der Jahre ein breites Methodenspektrum entwi-
ckelt, angewandt und mit anderen Forschungsgruppen geteilt [Perkins, 1992; Davis and Per-
kins, 2002]. Seit den 1950er Jahren hat sich eine feste Neurospora-Gemeinschaft gebildet, die
zu der Gru¨ndung des Fungal Genetics Stock Center (FGSC) im Jahr 1960 fu¨hrte. Eine wichtige
Aufgabe des FGSC ist es, bekannte Neurospora-Mutanten zu konservieren und innerhalb der
Forschungsgemeinschaft zu teilen. Zusa¨tzlich wird die Kommunikation und der Austausch in-
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nerhalb der Neurospora-Gemeinschaft seit 1962 durch den Neurospora Newsletter gefo¨rdert,
der im Jahr 2008 in Fungal Genetics Reports umbenannt wurde. Inhaltlich wurde das FGSC
um die Sammlung weiterer filamento¨ser Pilze und Methoden zur Handhabung erweitert, was
den vermehrten Austausch zwischen Forschergruppen widerspiegelt, die diverse Fragestel-
lungen an verschiedenen filamento¨sen Pilzen untersuchen. Ein Schwerpunkt des FGSC liegt
dabei auf der Sammlung von Sta¨mmen, die vollsta¨ndig sequenziert sind. Im Jahr 2009 enthielt
die Kollektion Vertreter von 113 verschiedenen Pilzarten, von denen 31 vollsta¨ndig sequenziert
sind. Das Hauptaugenmerk des FGSC liegt aber auch nach u¨ber 50 Jahren noch immer auf
der Sammlung und Verteilung von N. crassa-Sta¨mmen, was unter anderem auch mit der ho-
hen Teilungsbereitschaft und dem wenig kompetitiven Umfeld der Neurospora-Gemeinschaft
zu tun hat, deren Mitglieder bis zum Jahr 2009 u¨ber 20 000 Mutanten und Wildtyp-Isolate
aus der ganzen Welt eingereicht haben [McCluskey et al., 2010; McCluskey, 2011; Davis and
Perkins, 2002]. Aktuelle Fragestellungen in der Neurospora-Forschung umfassen Entwicklung,
Photobiologie, zirkadianer Rhythmus, Gene-Silencing-Mechanismen, O¨kologie und Evolution
von N. crassa [Borkovich et al., 2004].
Ein wichtiger Meilenstein fu¨r die Forschung an N. crassa war die Vero¨ffentlichung der
vollsta¨ndigen genomischen Sequenz im Jahr 2003. Das Genom ist etwa 43 Megabasen groß
und auf 7 Chromosomen angeordnet. Durch manuelle und automatisierte Annotation wurden
10 082 proteinkodierende Gene vorhergesagt, die durchschnittlich 1,7 Introns aufweisen. Da-
mit unterscheidet das Genom von N. crassa sich strukturell deutlich von dem Genom der Hefe
S. cerevisiae mit etwa 6 300 proteinkodierenden Genen, die durchschnittlich 0,04 Introns ent-
halten, was auch die unterschiedliche biologische Komplexita¨t von N. crassa widerspiegelt.
Eine im Jahr 2003 durchgefu¨hrte Analyse der rund 10 000 vorhergesagten Proteinsequenzen
zeigte u¨berraschenderweise, dass 41 % davon keine signifikanten U¨bereinstimmungen zu den
damals bekannten oder vorhergesagten Proteinen aus anderen Organismen aufweisen. Diese
hohe Zahl unbekannter Proteine macht deutlich, dass unser Versta¨ndnis fu¨r die Biologie von
N. crassa und anderen filamento¨sen Pilzen noch in den Kinderschuhen steckt und es viel Raum
fu¨r interessante neue Entdeckungen gibt. Auf der anderen Seite weisen von den vorhergesag-
ten Proteinen mit hohen Sequenza¨hnlichkeiten zu Proteinen aus anderen Organismen viele
besonders hohe U¨bereinstimmungen mit den entsprechenden Proteinen in Tieren oder Pflan-
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zen auf. Von diesem Set an vorhergesagten Proteinen besitzen wiederum fast die Ha¨lfte keine
A¨hnlichkeiten zu Proteinen aus der Hefe S. cerevisiae. Diese Daten zeigen, dass N. crassa
auch biologische Mechanismen mit ho¨heren Eukaryoten teilt, von denen einige in S. cerevisiae
nicht vorhanden sind. Ein Beispiel hierfu¨r ko¨nnte die Methylierung von DNA sein, die in Pflan-
zen, Tieren und N. crassa stattfindet, aber in der einzelligen Hefe S. cerevisae nicht vorkommt
[Galagan et al., 2003; Borkovich et al., 2004; Dunlap et al., 2007]. In den folgenden Jahren wur-
den die Genome von verschiedenen wildtypischen oder mutierten N. crassa-Sta¨mmen und von
einer Vielzahl weiterer filamento¨ser Pilze sequenziert, so dass heute u¨ber 75 genomische Se-
quenzen von mindestens 31 verschiedenen Arten o¨ffentlich Zuga¨nglich sind [McCluskey, 2011;
Wiest et al., 2013]. Die steigende Zahl bekannter Sequenzen ermo¨glicht einen Vergleich von
Genomen, der auch als comparative genomics bezeichnet wird. Dabei kann der Vergleich mit
Referenzsequenzen dabei helfen, die bei einer neuen Genomsequenzierung erhaltenen ent-
schlu¨sselten Sequenzfragmente zusammenzufu¨gen und das Genom zu annotieren [Nowrousi-
an et al., 2004; Wiest et al., 2013]. Ein weiterer Anwendungsbereich ist die Identifizierung von
Mutationen in den klassischen Mutanten der fru¨hen genetischen Forschung, die pha¨notypisch
beschrieben wurden aber auf Ebene der DNA zuvor unbekannt waren [McCluskey et al., 2011].
Durch comparative genomics ko¨nnen außerdem Gene mit spezifischen pha¨notypischen Un-
terschieden oder Gemeinsamkeiten zwischen den untersuchten Spezies in Zusammenhang
gebracht werden und Anhaltspunkte fu¨r mo¨gliche weitere Untersuchungen geben [Borkovich
et al., 2004; Wiest et al., 2013].
Durch die Vero¨ffentlichung des sequenzierten Genoms von N. crassa wurde eine Fu¨lle von
Daten erha¨ltlich. Um die darin enthaltenen Informationen so gut wie mo¨glich zu nutzen,
hat sich eine internationale Kollaboration verschiedener Forschungseinrichtungen und Uni-
versita¨ten mit dem Ziel gebildet, die funktionelle Genomanalyse von N. crassa in vier zu-
sammenha¨ngenden Projekten voranzutreiben [Dunlap et al., 2007]. Ein bemerkenswertes
Projekt dieser Kollaboration war die systematische Herstellung von Knockout-Mutanten fu¨r
jedes annotierte Gen. Bis zum Ma¨rz 2017 wurden 12 891 Deletionsmutanten hergestellt
(http://www.fgsc.net/scripts/StrainSearchForm.asp), die vermutlich einen großen Teil der an-
notierten Gene abdecken. Viele dieser Gene wurden in beiden Paarungstypen von N. crassa
(matA und mata) ausgeschaltet, weshalb die Zahl der vorhandenen Mutanten die Anzahl der
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annotierten Gene u¨bertrifft. Alle im Zuge dieses Projekts hergestellten Deletionsmutanten be-
finden sich in der Sammlung des FGSC und sind somit fu¨r o¨ffentliche und private Forschungs-
einrichtungen zuga¨nglich [Colot et al., 2006; Dunlap et al., 2007; McCluskey and Wiest, 2011].
Nicht zuletzt durch diese und weitere Projekte ist N. crassa als Modellorganismus in den letz-
ten Jahren weiter avanciert und dient heute als Referenzmodell fu¨r die Forschung in anderen
filamento¨sen Pilzen und ero¨ffnet Einblicke in Mechanismen, die auch in ho¨heren Eukaryoten
eine Rolle spielen. Eine Besonderheit von N. crassa ist dabei die feine Balance zwischen kom-
plexer Biologie und einfacher Zuga¨nglichkeit. Diese Besonderheit zeichnet den Pilz auch als
geeigneten Modellorganismus fu¨r die Untersuchung von Zellfusionen aus.
1.4. Zellfusionen in N. crassa
Der komplexe Lebenszyklus von N. crassa weist vegetative und sexuelle Vermehrungsphasen
auf, die experimentell einfach zuga¨nglich und daher morphologisch gut beschrieben sind. In
beiden Phasen finden Zellfusionsereignisse statt, so dass self - und non-self -Fusionen direkt
in einem Organismus untersucht und miteinander verglichen werden ko¨nnen [Fleissner et al.,
2008]. Wa¨hrend des vegetativen Lebenszyklus bildet N. crassa kolonieartige Myzelien. Diese
bestehen aus langen Fa¨den, den sogenannten Hyphen, die polar durch Spitzenverla¨ngerungen
wachsen. Die Hyphen in der Peripherie der Kolonie wachsen nach außen und vermeiden Kon-
takt miteinander. In den inneren Bereichen der Kolonie bilden sich dagegen spezielle Fusi-
onshyphen, die den Kontakt zu anderen Hyphen suchen und miteinander fusionieren. Durch
diesen als Anastamose bezeichneten Prozess entsteht die typische vernetzte Struktur des My-
zels [Koehler., 1930; Hickey et al., 2002]. Der physiologische Nutzen vegetativer Zellfusionen
ist bis heute nicht vollsta¨ndig aufgekla¨rt. Es wird aber vermutet, dass die allgemeine Fitness
durch das Teilen von Organellen, Metaboliten, Na¨hrstoffen und Signalmoleku¨len verbessert
wird [Fleissner and Glass, 2007; Richard et al., 2012; Bastiaans et al., 2015].
Den sexuellen Lebenszyklus kann N. crassa als heterothallischer Organismus nur in Gegen-
wart eines Partners mit entgegengesetztem Paarungstyp vollsta¨ndig durchlaufen [Shear and
Dodge, 1927]. In N. crassa gibt es die beiden Paarungstypen mata und matA. Einer der beiden
Sta¨mme u¨bernimmt bei einer Kreuzung den ”weiblichen“ Part, der in der Bildung der typischen
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Befruchtungsstrukturen liegt. Der als ”ma¨nnlich“ bezeichnete Partner tra¨gt durch die Weiter-
gabe seines Zellkerns zur Kreuzung bei. Die als Karyogamie bezeichnete Verschmelzung der
Zellkerne und nachfolgende Produktion der sexuellen Askosporen findet innerhalb der Befruch-
tungsstrukturen statt [Raju, 1980; Kim et al., 2012]. Wa¨hrend der sexuellen Phase von N. cras-
sa finden Zellfusion sowohl zwischen dem weiblichen und dem ma¨nnlichen Kreuzungspartner,
als auch zwischen Zellen des weiblichen Paarungspartners im Inneren der Reproduktionsstruk-
turen statt. Ob zusa¨tzliche vegetative Zellfusionen bei der Bildung der Befruchtungsstrukturen
eine Rolle spielen ist Gegenstand aktueller Diskussionen [Raju, 1980; Fleissner et al., 2008;
Lichius et al., 2012a].
1.4.1. Vegetativer Lebenszyklus von N. crassa
Wa¨hrend der vegetativen Wachstumsphase (Abbildung 1.4, oberer Zyklus) bildet N. crassa
asexuelle Sporen, die Konidien. Diese werden durch den Wind verteilt. Wenn sie auf einem
geeigneten Substrat landen, keimen sie unter Bildung eines polaren Keimschlauches aus. Be-
finden sich zwei oder mehr Keimlinge in ra¨umlicher Na¨he zueinander, wachsen sie gerichtet
aufeinander zu und fusionieren zu einer Einheit. Nach erfolgter Fusion bildet sich ein neuer
Keimschlauch, sodass der Keimling weiter wachsen und mit anderen Keimlingen fusionieren
kann. Es bildet sich ein verzweigtes Netzwerk, das sich schließlich zu einer reifen Kolonie
entwickelt [Koehler., 1930; Roca et al., 2005; Fleissner and Serrano, 2016]. Die anfa¨nglich
schmaleren Keimschla¨uche reifen zu adulten Hyphen, die durch Spitzenverla¨ngerung und Ver-
zweigung weiter wachsen. In regelma¨ßigen Absta¨nden formen sich als Septen bezeichnete
Querwa¨nde. Diese sind nicht vollsta¨ndig geschlossen, sondern besitzen in der Mitte ein Loch,
die sogenannte Pore, durch die Cytoplasma und Organellen frei passieren. In den inneren
Bereichen der Kolonie formen sich Fusionshyphen, die gerichtet aufeinander zuwachsen und
fusionieren, und somit zur Vernetzung der Kolonie beitragen. In den a¨ußeren Bereichen der
Kolonie finden dagegen keine Zellfusionen statt. Es wurde vermutet, dass das schnelle Wachs-
tum der a¨ußeren Hyphen zu einer raschen Erschließung von Nahrungsquellen dient und somit
das Wachstum der Kolonie fo¨rdert, was im allgemeinen mit einer erho¨hten Fitness einhergeht.
Die Mechanismen die dazu fu¨hren, dass Leithyphen sich gegenseitig vermeiden wa¨hrend die
Fusionshyphen im inneren der Kolonie gerichtet aufeinander zuwachsen sind nicht bekannt
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Abbildung 1.4.: Zellfusionen im Lebenszyklus von N. crassa
In der vegetativen Phase des Zellzyklusses (oberer Zyklus) produziert N. crassa Konidien, die
nach der Keimung miteinander interagieren und fusionieren, wenn sie sich weniger als 15µm
entfernt voneinander befinden [Lichius and Lord, 2014]. Es entwickelt sich ein reifes Myzel, in
dessen inneren Bereichen Fusionshyphen miteinander interagieren und fusionieren. Wa¨hrend
der sexuellen Reproduktionsphase (unterer Zyklus) findet die Fertilisation durch die Fusion
einer Trichogyne mit einer Zelle des entgegengesetzten Paarungstyps statt, wobei die Trycho-
gyne den Zellkern des Fusionspartners aufnimmt. Im Inneren des Protoperitheziums fusionie-
ren Zellen des fru¨hen Ascus, bevor die Karyogamie stattfindet. Die im Anschluss gebildeten
Askosporen werden aus dem reifen Perithezium entlassen und treten nach ihrer Keimung in
den vegetativen Lebenszyklus ein. Die Fusionsereignisse sind mit gelben Sternchen markiert.
Abbildung mit freundlicher Genehmigung vera¨ndert nach [Weichert, 2016].
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[Koehler., 1930; Hickey et al., 2002; Fleissner and Serrano, 2016]. Daru¨ber hinaus ist es Ge-
genstand aktueller Diskussionen, ob die Regulation der Keimlingsfusion und der Hyphenfusion
gemeinsamen molekularen Mechanismen unterliegt, oder ob es sich um zwei getrennt von-
einander regulierte Prozesse handelt. Neuere Untersuchungen deuten darauf hin, dass beide
Prozesse gemeinsame Mechanismen der Regulation teilen und daru¨ber hinaus noch spezifi-
sche Faktoren beno¨tigen [Lichius and Lord, 2014; Fleissner and Serrano, 2016; Jonkers et al.,
2016].
Besonders durch Trockenheit oder die Limitierung von Na¨hrstoffen wird in der Kolonie von
N. crassa die Produktion von Lufthyphen induziert. Einige Lufthyphen initiieren die Bildung von
Konidien, indem sie ihr filamento¨ses Wachstum einstellen, anschwellen und schließlich meh-
rere apikale Knospen hintereinander bilden. Zwischen den entstandenen Konidien-Vorga¨ngern
werden Zellwa¨nde gebildet. Die Konidien bleiben aber zuna¨chst verbunden. Reife Konidien
werden schließlich durch den Wind vom Konidiophor getrennt und in der Umgebung verbreitet.
Unter gu¨nstigen Umweltbedingungen keimen die Konidien aus und der vegetative Vermeh-
rungszyklus beginnt von Neuem [Springer and Yanofsky, 1989].
1.4.2. Sexueller Lebenszyklus von N. crassa
Der sexuelle Reproduktionszyklus (Abbildung 1.4, unterer Zyklus) wird in N. crassa durch Stick-
stoffmangel und weitere Faktoren wie Licht und niedrige Temperaturen induziert [Kim and Bor-
kovich, 2006]. Der weibliche Kreuzungspartner, der entweder den Paarungstyp matA oder mata
besitzen kann, bildet in mehreren Stufen Reproduktionsstrukturen. In einem ersten Schritt bil-
det sich aus einer seitlichen Hyphe eine aufgewickelte Struktur, das sogenannte Ascogon.
Dieses wird durch mehrere Hyphen eingewickelt, die zusammen eine rundliche Struktur bil-
den. Diese entwickelt sich durch weiteres Wachstum und Differenzierungsprozesse im Inneren
der Struktur zu einem reifen Vorfruchtko¨rper. Die sogenannten Protoperithezien bilden spezia-
lisierte Hyphen aus, die als Trichogyne bezeichnet werden [Lichius et al., 2012a]. Trichogynen
weisen chemotropes Wachstum zu Zellen des entgegengesetzten Paarungstyps auf. Dabei
ko¨nnen sie sich verzweigen und mehrere hundert Mikrometer weit wachsen. Bei den Zellen
des entgegengesetzten Paarungstyps kann es sich um Konidien, gekeimte Askosporen oder
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vegetatives Myzel handeln [Kim and Borkovich, 2004; Lichius et al., 2012a]. Nachdem die Tri-
chogyne mit der Zelle des entgegengesetzten Paarungstyps physikalischen Kontakt aufgebaut
hat findet eine Zellfusion statt. Der Zellkern des entgegengesetzten Paarungstyps wandert die
Trichogyne entlang bis in das Ascogon im Inneren des Protoperitheziums. A¨ußerlich durchgeht
das Protoperithezium nun weitere Differenzierung, die unter anderem Wachstum und eine fort-
schreitende Melanisierung beinhalten. Im Inneren des Protoperitheziums teilen sich die Kerne
entgegengesetzten Paarungstyps mehrere Male synchron. Anschließend wandern sie paarwei-
se in eine sich entwickelnde hakenfo¨rmige Struktur, den sogenannten Crozier. Dort durchlaufen
sie erneut eine synchrone Mitose. Durch Septierung des Croziers entstehen drei Zellen, von
denen die mittlere zwei Zellkerne aufweist. Die andern beiden Zellen fusionieren miteinander.
Erst jetzt findet die Karyogamie in dem sich entwickelnden Ascus statt. Der Karyogamie folgt
sofort eine Meiose und eine anschließende mitotische Teilung, so dass ein Ascus mit 8 haploi-
den Askosporen entsteht. Bereits wa¨hrend der fru¨hen Bildung des Ascus entsteht ein neuer
Crozier, in den paarweise zwei Zellkerne entgegengesetzten Paarungstyps wandern und der
sich zu einem reifen Ascus entwickelt. Auf diese Weise werden nacheinander mehr als 200
Asci gebildet, deren Askosporen durch ein Loch in dem reifen Perithezium, der sogenannten
Ostiole, entlassen werden [Raju, 1980; Borkovich et al., 2004; Lichius et al., 2012a].
Die reifen Askosporen sind wenig anfa¨llig gegenu¨ber a¨ußeren Stressfaktoren und u¨berdauern
Phasen von Trockenheit und Na¨hrstoffmangel. Nach Hitzeeinwirkung, wie sie in der Natur etwa
durch Bra¨nde vorkommen kann, keimen die Askosporen aus und treten in den vegetativen
Lebenszyklus ein. Die Entdeckung, dass Askosporen durch Hitze aktiviert werden und das
schnelle Wachstum von N. crassa erkla¨ren das wiederholte Auftreten des Pilzes in Ba¨ckereien
und die beobachtete Erstbesiedlung von verbranntem Holz [Shear and Dodge, 1927].
1.4.3. Molekulare Grundlagen der Zellfusion in N. crassa
Die Keimlingsfusion in N. crassa ist eines der bestuntersuchten vegetativen Fusionsereignisse
in filamento¨sen Pilzen. Bis zum Jahr 2014 wurden 67 Proteine identifiziert, die eine Rolle bei
der Zellfusion spielen [Lichius and Lord, 2014]. Sie sind in so vielfa¨ltigen Funktionen beteiligt
wie der Regulation von Polarita¨t, der Generierung von reaktiven Sauerstoff-Spezies (ROS), der
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Weiterleitung von Calcium-Signalen oder stellen Komponenten des sogenannten STRIPAK-
Komplexes dar, der auch im Menschen konserviert ist [Lichius, 2010; Palma-Guerrero et al.,
2013; Dettmann et al., 2013; Herzog et al., 2015]. Das Kernstu¨ck der intrazellula¨ren Signal-
weiterleitung ist eine MAP-Kinasen-Kaskade, die homolog zu der Fus3 MAP-Kinasen-Kaskade
des Yeast Mating Pheromone-Pathways aus S. cerevisiae ist [Pandey et al., 2004; Maerz et al.,
2008; Fleissner et al., 2009]. Obwohl in der vegetativen Zellfusion von N. crassa und dem Ma-
ting in der Hefe konservierte Proteine eine Rolle spielen, besteht zwischen diesen beiden Sys-
temen ein wichtiger Unterschied: In N. crassa handelt es sich bei der Keimlingsfusion um self
fusion zwischen genetisch identischen Keimlingen, wa¨hrend bei dem Yeast Mating zwischen
Zellen unterschiedlichen Paarungstyps non-self fusion stattfindet [Aguilar et al., 2013]. Diese
Situation macht die Forschung der Zellfusion in N. crassa besonders attraktiv. Einerseits weist
das System A¨hnlichkeiten zu der gut untersuchten Zellfusion in der Hefe auf, was es ermo¨glicht
Komponenten einfacher zu identifizieren und erste Hinweise auf mo¨gliche Funktionen der betei-
ligten Komponenten zu erhalten. Auf der anderen Seite gibt es viele Unterschiede zwischen den
beiden Fusionssystemen, die Spielraum fu¨r neue Erkenntnisse lassen. So sind beispielsweise
viele Upstream-Faktoren der MAP-Kinasen-Kaskade, so wie die Pheromone, die G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren und das trimere G-Protein nicht bei der vegetativen Zellfusion von
N. crassa beteiligt [Fleissner et al., 2008; Lichius and Lord, 2014]. Daru¨ber hinaus zeichnet
sich die Zellfusion in N. crassa durch vo¨llig neue Komponenten und einen ungewo¨hnlichen
Mechanismus der Zellkommunikation aus [Fleissner et al., 2009; Lichius and Lord, 2014].
Wa¨hrend der Keimlingsfusion in N. crassa und anderen filamento¨sen Pilzen wachsen zwei In-
teraktionspartner gerichtet aufeinander zu, wobei beide Zellen ihre Wachstumsrichtung gezielt
anpassen. Diese Beobachtung fu¨hrte schon fru¨h zu der Vermutung, dass es sich um chemo-
tropes Wachstum handelt, also Wachstum in die Richtung der ho¨chsten Konzentration eines
Lockstoffs [Ward, 1888; Koehler., 1930]. Die Tatsache, dass beide Zellen ihre Wachstumsrich-
tung gezielt a¨ndern deutet auf ein bidirektionales Sytem hin, in dem beide Zellen ein chemotro-
pes Signal sowohl senden, als auch empfangen. Diese auch als Chemoattraktant bezeichnete
Substanz ist bis heute unbekannt und ihre Identifizierung ist ein wichtiges Ziel der aktuellen
Fusionsforschung [Herzog et al., 2015; Fleissner and Serrano, 2016]. Da die interagierenden
Keimlinge genetisch identisch sind und sich in einem vergleichbaren Entwicklungsstadium be-
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finden, wird davon ausgegangen, dass sie auch denselben Chemoattraktant senden und emp-
fangen. Dies fu¨hrt unweigerlich zu der Frage, wie die Zellen wa¨hrend der Kommunikation eine
Selbststimulation vermeiden [Fleissner et al., 2009; Read et al., 2012].
Das in filamento¨sen Pilzen konservierte Protein SO und die MAP-Kinase MAK-2 sind
essentiell fu¨r die Zellfusion in N. crassa
Genetische Analysen fu¨hrten zur Identifikation von zahlreichen Genen, die bei der vegetati-
ven Zellfusion von N. crassa eine Rolle spielen [Lichius and Lord, 2014]. Eins dieser Gene
kodiert fu¨r die MAP Kinase MAK-2, die homolog zu Fus3 aus der Hefe S. cerevisiae ist. Die
Deletionsmutanten weisen einen pleiotropen Pha¨notyp auf, der unter anderem durch reduzier-
tes Wachstum, verku¨rzte Lufthyphen, ein vera¨ndertes Sporulationsmuster, Askospor-Lethalita¨t
und das Fehlen von Protoperithezien gekennzeichnet ist. Von zentraler Bedeutung fu¨r die Fu-
sionsforschung ist die Entdeckung, dass Keimlinge und Hyphen der ∆mak-2-Mutante keine
chemotropen Interaktionen miteinander eingehen. Im Gegensatz zum Wildtyp a¨ndern Keim-
linge und Hyphen der Deletionsmutante ihre Wachstumsrichtung nicht, wenn sie in ra¨umliche
Na¨he zueinander gelangen und fusionieren auch nach einer zufa¨lligen Beru¨hrung nicht mitein-
ander. In einem biochemischen Ansatz wurde eine zunehmende Phosphorylierung von MAK-2,
die als Maßstab fu¨r die Aktivierung der Kinase gilt, mit den morphologischen Ereignissen der
Keimschlauchverla¨ngerung, Keimlingsfusion und der fru¨hen Koloniebildung von N. crassa in
Verbindung gebracht [Pandey et al., 2004].
Ein weiteres, fu¨r die vegetative Zellfusion von N. crassa essentielles Gen ist soft (so). Das
so-Gen ist in filamento¨sen Ascomyceten konserviert, aber in einzelligen Hefen wie S. cerevi-
siae nicht vorhanden. Die so-Deletionsmutante in N. crassa weist einen pleiotropen Pha¨notyp
auf, der sich durch verku¨rzte Lufthyphen, ein vera¨ndertes Sporulationsmuster, weibliche Ste-
rilita¨t und das Fehlen vegetativer Zellfusionen auszeichnet. Interessanterweise bildet die
so-Deletionsmutante reife Protoperithezien, deren Trichogynen mit einem Partner des entge-
gengesetzten Paarungstyps interagieren und fusionieren. Die weitere Entwicklung des fertili-
sierten Protoperitheziums wird erst zu einem spa¨teren Zeitpunkt blockiert, sodass sich keine
reifen Perithezien oder Askosporen bilden. Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass das
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Genprodukt SO eine Rolle bei der vegetativen Zellfusion spielt, wa¨hrend es fu¨r die sexuelle
Zellfusion entbehrlich ist und weist damit auf die unterschiedliche genetische Regulierung die-
ser beiden Prozesse hin [Fleissner et al., 2005]. Neuere Untersuchungen haben PRO40, ein
zu SO homologes Protein aus dem eng mit N. crassa verwandtem filamento¨sen Pilz Sorda-
ria macrospora, als Geru¨stprotein fu¨r Komponenten der MAP-Kinasen-Kaskade des Cell Wall
Integrity -Signalwegs identifiziert, die ebenfalls eine Rolle bei der vegetativen Zellfusion spie-
len [Teichert et al., 2014]. Es wird vermutet, dass SO in N. crassa ebenfalls als Geru¨stprotein
fu¨r die Kinasen des Cell Wall Integrity-Signalwegs fungiert und daru¨ber hinaus unabha¨ngige
Funktionen wa¨hrend der Zellkommunikation u¨bernimmt, die fu¨r diesen Prozess essentiell sind
[Herzog et al., 2015; Weichert et al., 2016].
Das Modell des ”Zelldialogs“
Live-Cell-Imaging-Analysen von fluoreszenzmarkierten SO- und MAK-2-Proteinen zeigten eine
ho¨chst ungewo¨hnliche, subzellula¨re Dynamik in interagierenden Keimlingen. Wa¨hrend MAK-2-
GFP in isolierten Keimlingen cytoplasmatisch und im Zellkern vorliegt, lokalisiert die Kinase
wa¨hrend der Zellkommunikation und der Phase des gerichteten Wachstums außerdem ab-
wechselnd an den Spitzen der Interaktionspartner. Wenn MAK-2 also zu einem gegebenen
Zeitpunkt an der Spitze eines Keimlings lokalisiert, dann ist das Fusionsprotein zum gleichen
Zeitpunkt an der Spitze der Partnerzelle abwesend und stattdessen im Cytoplasma und in den
Zellkernen zu sehen. Nach 3 bis 6 Minuten ist die Situation genau umgekehrt: nun lokalisiert
MAK-2-GFP in dem ersten Keimling cytoplasmatisch und im Zellkern, wa¨hrend es zum sel-
ben Zeitpunkt an der Spitze der Partnerzelle akkumuliert (Abbildung 1.5A). Diese Dynamik
wird als Switching bezeichnet und wiederholt sich mehrere Male, bis die beiden Interaktions-
partner sich beru¨hren und ihr Wachstum einstellen. Daraufhin akkumuliert MAK-2 an der Kon-
taktstelle zwischen den Keimlingen. Die mikroskopischen Analysen von SO-GFP zeigten eine
vergleichbare dynamische Lokalisation an den Spitzen interagierender Keimlinge wie MAK-2
(Abbildung 1.5B). Ein Unterschied in der Lokalisation beider Proteine liegt darin, dass SO im
Gegensatz zu MAK-2 aus den Zellkernen ausgeschlossen ist [Fleissner et al., 2009].
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Um herauszufinden, ob MAK-2 und SO gleichzeitig oder zeitlich versetzt an den Spitzen von
interagierenden Keimlingen akkumulieren, wurde die Fa¨higkeit von N. crassa zur vegetativen
Zellfusion ausgenutzt. Werden mak-2-gfp-exprimierende Sporen mit Sporen gemischt, die so-
dsRed exprimieren, entsteht durch Zellfusion ein heterokaryotisches Myzel, in dem beide Fluo-
reszenzkonstrukte exprimiert werden. Die Lokalisation von MAK-2-GFP und dsRED-SO wurde
in solchen heterokaryotischen Keimlingen untersucht, wa¨hrend sie gerichtet aufeinander zu-
wachsen. Dabei wurde beobachtet, dass SO und MAK-2 exakt entgegengesetzt an den Spitzen
der Interaktionspartner lokalisieren. Wenn MAK-2-GFP sich an der Spitze des ersten Keimlings
befindet, lokalisiert dsRED-SO zum gleichen Zeitpunkt an der Spitze des Interaktionspartners.
Nach etwa 3 bis 6 Minuten akkumuliert MAK-2-GFP an der Spitze des Fusionspartners, an
der zuvor SO lokalisierte. An dieser Zellspitze ist das dsRED-SO-Signal verschwunden und
akkumuliert nun an der Spitze des ersten Keimlings, an der wenige Minuten zuvor MAK-2 be-
obachtet wurde (Abbildung 1.5C). Dieses Switching wiederholt sich mehrere Male, bis SO und
MAK-2 am Beru¨hrungspunkt akkumulieren. Diese hochdynamische und u¨ber die ra¨umliche
Distanz zwischen den interagierenden Keimlingen genau aufeinander abgestimmte subzel-
lula¨re Lokalisation fu¨hrte zu der Entwicklung des ”Zelldialog“-Modells. Dieses Modell beruht
auf der Annahme, dass beide interagierenden Zellen schnell zwischen zwei physiologischen
Zusta¨nden wechseln, die mit dem Senden und dem Empfangen eines unbekannten Signals
assoziiert sind. Die beiden unterschiedlichen Zusta¨nde definieren sich jeweils durch die An-
wesenheit oder die Abwesenheit von MAK-2 an der Spitze des jeweiligen Keimlings. Dabei
wurde die Anwesenheit von MAK-2 mit dem Empfangen und die Abwesenheit von MAK-2 (und
gleichzeitige Anwesenheit von SO) mit dem Senden eines chemotropen Signals in Verbindung
gebracht [Fleissner et al., 2009]. Mathematische Modellierungen des ”Zelldialog“-Modells zei-
gen, dass dieser Mechanismus es den interagierenden Zellen ermo¨glicht denselben Chemoat-
traktanten zu senden und zu empfangen und gleichzeitig eine Selbststimulation zu vermeiden
[Goryachev et al., 2012].
Auf Grund der konservierten Funktionen von MAP Kinasen in Eukaryoten, die bei der intrazel-
lula¨ren Weiterleitung von extrazellula¨ren Signalen beteiligt sind, wird fu¨r MAK-2 aus N. cras-
sa eine a¨hnliche Funktion vermutet. Die Assoziation von MAK-2 an den Spitzen interagieren-
der Keimlinge wird daher im ”Zelldialog“-Modell mit dem Empfangen eines Signals, also dem
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”Zuho¨ren“ in Verbindung gebracht [Fleissner et al., 2009; Herzog et al., 2015]. In der Hefe S. ce-
revisiae wird Fus3 durch die Upstream-Kinasen des MAP-Kinasen-Moduls - bestehend aus der
MAPKK Ste7 und der MAPKKK Ste11 - aktiviert und wandert anschließend in den Zellkern, wo
es den Transkriptionsfaktor Ste12 aktiviert [Bardwell, 2005]. Die Kinasen des MAP-Kinasen-
Moduls sind in N. crassa konserviert [Borkovich et al., 2004; Maerz et al., 2008]. Mutanten, die
eine Deletion des fu¨r die MAPKK kodierenden Gens mek-2 oder des fu¨r die MAPKKK kodieren-
den Gens nrc-1 tragen, zeigen einen pleiotropen Pha¨notyp, der vergleichbar mit dem Pha¨notyp
der mak-2-Deletionsmutante ist. Von besonderer Bedeutung fu¨r die Fusionsforschung ist die
Beobachtung, dass Keimlinge und vegetative Hyphen aller drei Deletionsmutanten keine Inter-
aktionen miteinander eingehen und auch nach zufa¨lligen Beru¨hrungen nicht fusionieren [Pan-
dey et al., 2004; Maerz et al., 2008]. Analog zu den Kinasen aus der Hefe, wird in N. cras-
sa vermutet, dass NRC-1 die MAPKK MEK-2 durch Phosphorylierung aktiviert und diese im
aktivierten Zustand MAK-2 phosphoryliert und somit aktiviert. Diese Vermutung wird durch
die Beobachtung unterstu¨tzt, dass NRC-1 notwendig fu¨r eine Phosphorylierung von MAK-2 ist
[Pandey et al., 2004].
Versuche mit einer inhibierbaren Variante der MAK-2-Kinase haben gezeigt, dass die Akti-
vita¨t von MAK-2 notwendig fu¨r die chemotropen Interaktionen zwischen Keimlingen und fu¨r
die dynamische Lokalisation von SO und MAK-2 ist. Durch den Austausch einer spezifischen
Aminosa¨ure in der ATP-Bindetasche von MAK-2 la¨sst sich die Kinase-Aktivita¨t durch das
ATP-Analog 1NM-PP1 inhibieren, wa¨hrend die entsprechende Kinasevariante MAK-2Q100G in
Abwesenheit des Inhibitors keine funktionellen Einschra¨nkungen aufweist. Aus technischen
Gru¨nden wurden die Versuche mit der inhibierbaren Kinasevariante in Keimlingspaaren durch-
gefu¨hrt, in denen ein Interaktionspartner das mak-2Q100G-Allel exprimiert und der andere Part-
ner mak-2-gfp. Die Inhibition der MAK-2Q100G-Kinase-Aktivita¨t in interagierenden Keimlingen
fu¨hrte zu einem Abbruch der Zell-Zell-Kommunikation und in der Partnerzelle zu einer Entlas-
sung von MAK-2-GFP ins Cytoplasma. In Keimlingen, die mak-2Q100G und so-gfp im ∆mak-2-
Hintergrund exprimieren, wurde die oszillierende Dynamik von SO-GFP in interagierenden
Keimlingen durch Inhibition der Kinase-Aktivita¨t unterbrochen. Nach Abbruch der Zell-Zell-
Kommunikation akkumulierte SO-GFP in Punkten u¨ber die gesamte Membran beider Inter-
aktionspartner verteilt. Diese Ergebnisse zeigen, dass die subzellula¨re Dynamik von SO und
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Abbildung 1.5.: Oszillierende Lokalisierung von SO und MAK-2 an
den Spitzen interagierender Keimlinge
A) In einer Zeitreihe oszilliert MAK-2-GFP an den Spitzen interagieren-
der Keimlinge. Die Graphik repra¨sentiert die Lokalisation von MAK-2-
GFP an den Spitzen von zwei interagierenden Keimlingen mit T1: Spit-
ze von Keimling1 und T2: Spitze von Keimling2. Die Y-Achse gibt die
relative Fluoreszenz-Intensita¨t (R.F.I) im Bereich der Zellspitze im Ver-
gleich zum Hintergrund-Signal an. Die Zeit ist auf der X-Achse darge-
stellt. B) SO-GFP lokalisiert in einer Zeitreihe abwechselnd an den Spit-
zen interagierender Keimlinge. Die Graphik repra¨sentiert die Fluores-
zenzintensita¨ten von SO-GFP an den Spitzen der Interaktionspartner.
Beschriftung analog zu (A). C) Zeitreihe der versetzt oszillierenden Lo-
kalisation der Fluoreszenzproteine MAK-2-GFP und dsRED-SO an den
Spitzen interagierender Keimlinge. Der Graph zeigt die alternierende
Oszillation von MAK-2-GFP und dsRED-SO in einem Keimling. Es ist
zu erkennen, dass die Fluoreszenzintensita¨t von MAK-2-GFP am nied-
rigsten ist, wenn die Intensita¨t von dsRED-SO in demselben Keimling
am ho¨chsten ist, und andersrum. Die Beschriftung der Graphik ist iden-




MAK-2 abha¨ngig von der MAK-2-Kinase-Aktivita¨t ist und innerhalb eines Keimlings, aber auch
u¨ber eine ra¨umliche Distanz zwischen zwei interagierenden Keimlingen hoch koordiniert statt-
findet [Fleissner et al., 2009].
In der Hefe S. cerevisiae wandert die aktivierte Kinase Fus3 in den Zellkern und phosphoryliert
den Transkriptionsfaktor Ste12, der die Transkription von Mating-spezifischen Genen reguliert
[Bardwell, 2005]. Ein zu Ste12 homologer Transkriptionsfaktor wurde in N. crassa identifiziert
und die entsprechende Deletionsmutante pp-1 weist einen zu der mak-2-Deletionsmutante
vergleichbaren Pha¨notyp auf, inklusive das Fehlen vegetativer Zellfusionen [Li et al., 2005].
Durch vergleichende Genexpressionsanalysen von Keimlingen einer pp-1-Deletionsmutante
und dem Wildtyp wurden bekannte und neue Faktoren entdeckt, die eine Rolle bei der ve-
getativen Zellfusion spielen. Im Zuge dieser Experimente wurde auch die Genexpression
in Keimlingen, die das Allel fu¨r die inhibierbare Kinasevariante mak-2Q100G exprimieren, mit
und ohne Zugabe des Inhibitors verglichen. Die Expression von mak-2 ist in Keimlingen, in
denen die Aktivita¨t von MAK-2Q100G durch Zugabe des Inhibitors blockiert ist, im Vergleich
zu den Keimlingen ohne Inhibitor-Zugabe reduziert. Diese Daten deuten auf einen positiven
Ru¨ckkopplungsmechanismus hin, in dem aktiviertes MAK-2 die Expression des mak-2-Gens
fo¨rdert [Leeder et al., 2013; Weichert and Fleißner, 2015]. Positive Feedback-Loops, die zu ei-
ner Versta¨rkung des Signals fu¨hren, werden als Voraussetzung fu¨r die Vermeidung der Selbst-
stimulation im Modell des ”Zelldialogs“ angesehen [Read et al., 2012].
1.5. Ziel der Arbeit
Die Beobachtung der ungewo¨hnlichen subzellula¨ren Lokalisation von MAK-2 in interagieren-
den Keimlingen hat entscheidende Beitra¨ge zu unserem Versta¨ndnis der molekularen Mecha-
nismen der Zellfusion in N. crassa beigetragen. Im Gegensatz zu der MAP-Kinase MAK-2 ist
u¨ber die Upstream-Kinasen MEK-2 und NRC-1 in N. crassa bisher wenig bekannt. Um die
Kinasen zu beschreiben und mehr u¨ber ihre Funktion wa¨hrend der Kommunikation zwischen
Keimlingen zu lernen, sollten in einem ersten Teil dieser Arbeit Live Cell Imaging-Experimente
durchgefu¨hrt werden um die Lokalisation von MEK-2 und NRC-1 in reifen Hyphen und inter-
agierenden Keimlingen zu bestimmen. Anhand von Co-Lokalisierungs-Experimenten der drei
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Kinasen sollten Erkenntnisse daru¨ber gewonnen werden, in welchen subzellula¨ren Komparti-
menten die Kinasen sich treffen und mo¨glicherweise aktivieren, und ob sie gemeinsam Kom-
plexe bilden, bei deren Zusammenhalt analog zu S. cerevisiae Geru¨stproteine beteiligt sein
ko¨nnten.
Die exakte Koordination zwischen SO und MAK-2 wa¨hrend des ”Zelldialogs“ deutet auf eine
wichtige regulatorische Funktion der subzellula¨ren Dynamik fu¨r die Funktion der MAP-Kinase
hin. Um zu testen, ob die subzellula¨re Beweglichkeit essentiell fu¨r die Funktion von MAK-2
ist, wurde in vorangegangenen Untersuchungen die Dynamik durch eine artifizielle und per-
manente Membranrekrutierung der Kinase u¨ber einen Farnesylanker komplett unterbrochen.
Die membranverankerte Kinasevariante MAK-2-GFP-CAAX weist neben der fu¨r die Membra-
nassoziation notwendigen CAAX-Sequenz noch GFP auf, damit die Membranverankerung mi-
kroskopisch visualisiert werden kann. Die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen von
membrangebundenem MAK-2-GFP-CAAX erwiesen sich, vermutlich aufgrund einer schnellen
Degradation des Fusionsproteins, besonders in Keimlingen als schwierig [Lemanski, 2010]. In
einem zweiten Teil dieser Arbeit sollte daher an diesen Arbeiten angeknu¨pft werden, um die
Zusammenha¨nge zwischen der Lokalisation, der Funktion und der Aktivita¨t von MAK-2 und der
Upstream-Kinase MEK-2 besser zu verstehen.
Um weitere Versuche mit permanent membranlokalisierten Kinasen erfolgreich durchfu¨hren
zu ko¨nnen, sollte daher in dieser Arbeit zuna¨chst die Expression von mak-2-gfp-caax-
Fusionskonstrukten in N. crassa optimiert werden. Anschließend sollten verschiedene Test-
und Kontrollsta¨mme hergestellt werden, in denen die Kinasen MAK-2 und MEK-2 permanent
an die Plasmamembran dirigiert werden, oder ihre freie Beweglichkeit erhalten bleibt. Um den
Zusammenhang zwischen der Lokalisation und der Funktion der beiden Kinasen zu untersu-
chen, sollten die erhaltenen Sta¨mme makroskopisch charakterisiert und mikroskopisch durch
Live Cell Imaging untersucht werden. Um den Zusammenhang zwischen der Lokalisation und
der Aktivita¨t der Kinasen besser zu verstehen, sollte eine mo¨gliche Aktivierung der membran-
gebundenen Kinasen in Western-Blots untersucht werden. Der Vergleich zwischen vegetativen
und sexuellen Fusionsereignissen in N. crassa zeigt einige Gemeinsamkeiten aber auch Un-
terschiede in der Regulation dieser Ereignisse. Das MAK-2 MAP-Kinasen-Modul ist fu¨r beide
Prozesse essentiell [Maerz et al., 2008]. Um zu untersuchen, welche Rolle die subzellula¨re
25
1. Einleitung
Dynamik von MEK-2 fu¨r die sexuelle Zellfusion spielt, sollten in dieser Arbeit Kreuzungen mit
mek-2-gfp-caax-exprimierenden-Sta¨mmen durchgefu¨hrt und die Entwicklung der weiblichen
Reproduktionsstrukturen und der Askosporen beobachtet werden.
Insgesamt sollten in dieser Arbeit die Zusammenha¨nge zwischen der ungewo¨hnlichen sub-
zellula¨ren Dynamik, der Funktion und der Aktivita¨t von MAK-2 und den aktivierenden Kinasen
MEK-2 und NRC-1 untersucht werden. Hierdurch sollten neue Erkenntnisse u¨ber die ra¨umliche
Aktivierung der MAP-Kinasen-Kaskade und den Mechanismus der intrazellula¨ren Signalweiter-
leitung in interagierenden Keimlingen in N. crassa gewonnen werden, die das bisherige Modell
des ” Zelldialogs“ unterstu¨tzen und erweitern.
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2. Material und Methoden
2.1. Materialien
2.1.1. Verwendete N. crassa-Sta¨mme
Tabelle 2.1.: Liste aller in dieser Arbeit verwendeten N. crassa-Sta¨mme
Stamm Genotyp Beschreibung Herkunft
314 his-3+::pccg-1-nrc-1-gfp UB82 in N2-42 Diese Arbeit
435 his-3-, trp-1- - [Maerz et al., 2009]
436 his-3-, nic-3- - [Maerz et al., 2009]
599 ∆mak-2::hph, mata - FGSC11482
GN8-41 his-3+::pccg-1-H1-dsRed, rid-1, matA CR73-1 [Rasmussen et al., 2008]
mak6.2.1 ∆mak-2::hph, his-3-, al, matADIP? AF-M621 [Fleissner et al., 2009]
MT-12-89 his-3+::pccg-1-mak-2-gfp-caax - [Lemanski, 2010]

















p21 in mak6.2.1 Diese Arbeit
MT-22-640 his-3+::ptef-1-mak-2-gfp-caax,
∆mak-2::hph, alb
p27 in mak6.2.1 Diese Arbeit
MT-27-303 his-3+::pmak-2-mak-2-gfp-saax p64 in N1-03 Diese Arbeit
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Tabelle 2.1.: Liste aller in dieser Arbeit verwendeten N. crassa-Sta¨mme (Fortsetzung)
Stamm Genotyp Beschreibung Herkunft
MT-27-371 his-3+::pmak-2-mak-2-gfp-saax, mata Nachkomme
MT-27-303 x N1-04
Diese Arbeit
MT-29-249 his-3+::pmek-2-mek-2-gfp-caax p47 in N1-03 Diese Arbeit
MT-33-296 his-3+::pmak-2-mak-2-cherry p62 in N1-03 Diese Arbeit
MT-34-325 his-3+::ptef-1-mak-2-cherry p73 in N1-03 Diese Arbeit
MT-35-330 his-3+::ptef-1-mek-2-gfp-caax p49 in N1-03 Diese Arbeit
MT-36-300 his-3+::pste-7-ste-7-gfp, matA p39 in N1-03 Diese Arbeit
MT-37-326 his-3+::ptef-ste-7-gfp, matA p52 in N1-03 Diese Arbeit
MT-37-327 his-3+::ptef-ste-7-gfp, matA p53 in N1-03 Diese Arbeit










p64 in mak6.2.1 Diese Arbeit
MT-38-648 his-3+::pmak-2-mak-2-gfp-saax,
∆mak-2::hph


















p25 in N2-41 Diese Arbeit
MT-42-279 his-3+::pmek-2-mek-2-gfp-caax,
∆mek-2::hph
p45 in N2-41 Diese Arbeit
MT-43-286 his-3+::ptef-1-mek-2-gfp-caax,
∆mek-2::hph
p48 in N2-41 Diese Arbeit
MT-43-287 his-3+::ptef-1-mek-2-gfp-caax,
∆mek-2::hph
p49 in N2-41 Diese Arbeit
MT-44-420 his-3+::pmek-2-mek-2-gfp, ∆mek-2::hph p39 in N2-41 Diese Arbeit
MT-45-423 his-3+::ptef-1-mek-2-gfp, ∆mek-2::hph p54 in N2-41 Diese Arbeit
MT-49-305 his-3+::ptef-1-mak-2-gfp-saax p66 in N1-03 Diese Arbeit
MT-49-307 his-3+::ptef-1-mak-2-gfp-saax p68 in N1-03 Diese Arbeit
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Tabelle 2.1.: Liste aller in dieser Arbeit verwendeten N. crassa-Sta¨mme (Fortsetzung)







MT-60-635 his-3+::ptef-1-mak-2-gfp, ∆mak-2::hph allgemeines Plasmid
Nr. 76 in mak6.2.1
Diese Arbeit
MT-66-545 his-3+::ptef-mak-2-gfp allgemeines Plasmid
Nr. 76 in N1-03
[Letz, 2014]
MT-67-552 his-3+::ptef-1-mek-2-gfp-saax p78 in N1-03 [Letz, 2014]
MT-68-553 his-3+::pmek-2-mek-2-gfp-saax p75 in N1-03 [Letz, 2014]
MT-82-649 his-3+::pmak-2-mak-2-gfp, ∆mak-2::hph allgemeines Plasmid
Nr. 40 in mak6.2.1
Diese Arbeit
MT-82-655 his-3+::pmak-2-mak-2-gfp, ∆mak-2::hph Einzelsporisolat
von MT-82-649
Diese Arbeit
N1-01 matA - FGSC 2489
N1-02 mata - FGSC 988
N1-03 his-3-, matA - FGSC 6103
N1-04 his-3-, mata - FGSC 9716
N1-40 his-3+::pccg-1-mak-2-gfp, matA - Fleißner
nicht publiziert
N1-47 his-3+::pccg-1-mak-2-gfp, ∆mak-2::hph - [Fleissner et al., 2009]
N2-35 ∆erg-2::hph - FGSC 17460
N2-41 ∆mek-2::hph, his-3- Isolat 2 Brandt, Lemanski
nicht publiziert
N2-42 ∆nrc-1::hph, his-3- Isolat 2 Brandt, Lemanski
nicht publiziert
N3-15 ∆mek-2::hph - FGSC 11524
PPS-06-417 his-3+::pnrc-1-nrc-1-gfp UB104 in N2-42 Diese Arbeit
PPS-07-402 his-3+::ptef-nrc-1-gfp, matA UB309 in N1-03 Diese Arbeit
PPS-07-403 his-3+::ptef-nrc-1-gfp, matA UB310 in N1-03 Diese Arbeit
PPS-07-437 his-3+::ptef-nrc-1-gfp, matA Einzelsporisolat
von PPS-07-402
Diese Arbeit
PPS-09-443 his-3+::pccg-1-mek-2-cherry, nic-3- p43 in 436 Diese Arbeit
PPS-10-445 his-3+::ptef-1-mak-2-cherry, nic-3- p72 in 436 Diese Arbeit
PPS-10-446 his-3+::ptef-1-mak-2-cherry, nic-3- p72 in 436 Diese Arbeit
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Tabelle 2.1.: Liste aller in dieser Arbeit verwendeten N. crassa-Sta¨mme (Fortsetzung)
Stamm Genotyp Beschreibung Herkunft
PPS-13-454 his-3+::pccg-1-mek-2-gfp, trp-1- p36 in 435 Diese Arbeit
PPS-13-455 his-3+::pccg-1-mek-2-gfp, trp-1- p36 in 435 Diese Arbeit
PPS-14-456 his-3+::pccg-1-mak-2-gfp, trp-1- allgemeines Plasmid
Nr. 15 in 435
Diese Arbeit
PPS-14-458 his-3+::pccg-1-mak-2-gfp, trp-1- allgemeines Plasmid
Nr. 15 in 435
Diese Arbeit
PPS-15-460 his-3+::ptef-1-nrc-1-gfp, trp-1- UB310 in 435 Diese Arbeit




Tabelle 2.2.: Liste verwendeter Plasmide
Plasmid Bezeichnung Herkunft
allgemeines Plasmid Nr.15 pccg-1-mak-2-gfp Fleißner
allgemeines Plasmid Nr.40 pmak-2-mak-2-gfp Fleißner
allgemeines Plasmid Nr.76 ptef-1-mak-2-gfp [Letz, 2014]
p17 pgpd-1-mak-2-gfp-caax Diese Arbeit
p21 pmak-2-mak-2-gfp-caax Diese Arbeit
p22 pmak-2-mak-2-gfp-caax Diese Arbeit
p25 ptef-1-mak-2-gfp-caax Diese Arbeit
p26 ptef-1-mak-2-gfp-caax Diese Arbeit
p27 ptef-1-mak-2-gfp-caax Diese Arbeit
p36 pccg-1-mek-2-gfp Diese Arbeit
p39 pmek-2-mek-2-gfp Diese Arbeit
p43 pccg-1-mek-2-cherry Diese Arbeit
p45 pmek-2-mek-2-gfp-caax Diese Arbeit
p47 pmek-2-mek-2-gfp-caax Diese Arbeit
p48 ptef-1-mek-2-gfp-caax Diese Arbeit
p49 ptef-1-mek-2-gfp-caax Diese Arbeit
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Tabelle 2.2.: Liste verwendeter Plasmide (Fortsetzung)
Plasmid Bezeichnung Herkunft
p52 ptef-1-mek-2-gfp Diese Arbeit
p53 ptef-1-mek-2-gfp Diese Arbeit
p54 ptef-1-mek-2-gfp Diese Arbeit
p62 pmak-2-mak-2-cherry Diese Arbeit
p64 pmak-2-mak-2-gfp-saax Diese Arbeit
p65 pmak-2-mak-2-gfp-saax Diese Arbeit
p66 ptef-1-mak-2-gfp-saax Diese Arbeit
p68 ptef-1-mak-2-gfp-saax Diese Arbeit
p72 ptef-1-mak-2-cherry Diese Arbeit








Tabelle 2.3.: Liste verwendeter Primer
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Tabelle 2.3.: Liste verwendeter Primer (Fortsetzung)
Nummer Bezeichnung Sequenz 5‘→ 3‘
110 STE7-MR GGAGAGCTAGTTAACGATGTCGCCGACGACTTTGTGGG
126 STE-7SEQ GTACCTCTACTCCAAACACC
135 Ste7 XbaI GCTTAAACAAACATCTAGAATGGCCGACCCATTT
136 Ste7 PacI CTCAACTTAATTAAAAATCGGCCAGTTGGAGGCTGCA
137 Nrc1 BamHI GTCGCTGGATCCATGGCCATGCTGGCATCCAAGT







275 TEF mutXba F GGTGGCGGCCGCGATATCCCGTGACCACTGAACTACACTA
GTCAAGAGTGAAGCTTGTGG
276 TEF R AATTCTAGATAACCCGGGGATCCGATATC
277 pPM F GTGGCGGCCGCAACATGCTCCAAGAAGGGG
278 pPM R AGAGTCTTAATTAATTCGACGTGTCCCGAAAAG






476 9 Test-CAAX PCR CACATCATTATGCACTTGGCGCAGCAGCCTGCTTG
562 tef-F-ApaI ATCATCGGGCCCCCGTGACCACTGAACTACACTAGTCAAGA
GTGAAGCTTGTGG
703 tef-3‘ f CAAGCTTTTCTTCCTCTTCC
2.1.4. Chemikalien und Enzyme
In dieser Arbeit wurden Chemikalien der Firmen Roth, Fluka, BD, Sigma, Serva, Invitrogen
(Thermo Fisher Scientific), Merck und Applichem in einer hohen verfu¨gbaren Reinheit verwen-
det. Die Reagenzien fu¨r genetische und biochemische Untersuchungen und die verwendeten
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Enzyme stammen von den Firmen Thermo Fisher Scientific, New England Biolabs, Serva und
Su¨d-Laborbedarf Gauting.
2.1.5. Antiko¨rper
Tabelle 2.4.: In dieser Arbeit verwendete Antiko¨rper
Name Ursprung Anbieter Bezeichnung
Anti-GFP-Antiko¨rper Maus Roche 11814460001
Anti-Maus-Antiko¨rper, HRP-konjugiert Ziege Novex A24512
Anti-Phospho-p44/42-Antiko¨rper Kaninchen Cell Signaling Technology # 9101
Anti-Rabbit-Antiko¨rper, HRP-konjugiert Ziege Cell Signaling Technology # 7074
Anti-β-Tubulin-Antiko¨rper Maus Covance MMS-410P
2.1.6. Puffer und Lo¨sungen
Tabelle 2.5.: Zusammensetzung verwendeter Puffer und Lo¨sungen
Puffer/Lo¨sung Zusammensetzung
1 x TBS-T (0,05-0,1%) 100 ml 10 x TBS
900 ml ddH2O
500-1000 µl Tween 20





10 ml, im Wasserbad bei 50- 60 ◦C lo¨sen
10 x SDS-Laufpuffer 30 g Tris
fu¨r Proteingele 144 g Glycin
10 g SDS
mit dH2O auf 1 L auffu¨llen
10 x TBS 200 mM Tris·HCl
1,5 M NaCl
in ddH2O
mit HCl auf pH 7,5 einstellen
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Tabelle 2.5.: Zusammensetzung verwendeter Puffer und Lo¨sungen (Fortsetzung)
Puffer/Lo¨sung Zusammensetzung
50 x TAE 242 g Tris
57,1 ml Eisessig
100 ml 0,5 M EDTA (pH8,8)
mit ddH2O auf 1 L auffu¨llen
Blockierungslo¨sung 5 % BSA
in 1 x TBS-T(0,05%) oder 1 x TBS-T(0,1%)
Coomassie-Fa¨rbelo¨sung 80 mg Coomassie Brilliant Blue (G-250)
1 L ddH2O
→ 2-3 Stunden ru¨hren bei RT
3 ml konzentrierte Salzsa¨ure
im Dunkeln lagern
DNA-Extraktionspuffer 100 ml 1M Tris · HCl (pH 7,5)
300 ml 5M NaCl-Lo¨sung
20 g CTAB
10 ml 0,5M EDTA
mit ddH2O auf 1 L auffu¨llen
sterilfiltrieren
10 µl/ml β-Mercaptoethanol erst kurz vor
Gebrauch zufu¨gen
DNA-Ladepuffer 0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylencyanol FF
15 % Ficoll 400
10 mM EDTA
Plasmid Pra¨paration aus E. coli
Lo¨sung I 9 g Glukose
250 ml 1M Tris·HCl (pH8)
3 g EDTA
mit ddH2O auf 1 L auffu¨llen
Lo¨sung II 8 g NaOH
10 g SDS
mit ddH2O auf 1 L auffu¨llen
Lo¨sung III 600 ml 5M Kaliumacetat
115 ml Eisessig
mit ddH2O auf 1 L auffu¨llen
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Tabelle 2.5.: Zusammensetzung verwendeter Puffer und Lo¨sungen (Fortsetzung)
Puffer/Lo¨sung Zusammensetzung
Proteinextraktionspuffer I 50 mM HEPES (pH7,5)
5 mM EDTA (pH8)
2 mM EGTA (pH8)
100 mM NaCl
1 % (v/v) Triton X
10 % (v/v) Glycerin
Proteinextraktionspuffer II 1 mM Natriumorthovanadat
(frisch ansetzen) 10 mM Natriumfluorid
15 mM p-Nitrophenylphosphat
60 mM β-Glycerophosphat
1 Tablette Kit Roche Complete Proteaseinhibitor
mit Proteinextraktionspuffer I auf 20ml auffu¨llen (4◦C)
Stripping-Lo¨sung 57,3 g Guanidin·HCl
1,14 ml Essigsa¨ure
10 ml 10 x TBS
mit dH2O auf 100ml auffu¨llen
Trockner-Lo¨sung 50 ml Glycerin
100 ml Ethanol
350 ml dH2O
Western-Transfer-Puffer 3 g Tris
14,4 g Glycin
200 ml Methanol
mit dH2O auf 1L auffu¨llen
2.1.7. Na¨hrmedien
Tabelle 2.6.: Na¨hrmedien fu¨r die Kultivierung von N. crassa und E. coli
Na¨hrmedium Zusammensetzung
10 x FIGS 200 g L-Sorbose
5 g D-Fruktose
5 g D-Glukose
mit ddH2O auf 1 L auffu¨llen
autoklavieren
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Tabelle 2.6.: Na¨hrmedien fu¨r die Kultivierung von N. crassa und E. coli (Fortsetzung)
Na¨hrmedium Zusammensetzung
20 x BDES 200 g L-Sorbose
5 g D-Fruktose
5 g D-Glukose
mit ddH2O auf 1 L auffu¨llen
autoklavieren
50 x Vogel‘s Salze 125 g Na3Citrat · 2 H2O
250 g KH2PO4
100 g NH4NO3
10 g MgSO4 · 7 H2O
5 g CaCl2 · 2 H2O
5 ml Spurenelement-Stammlo¨sung
2,5 ml Biotin-Stammlo¨sung
mit ddH2O auf 1 L auffu¨llen
5 ml Chloroform (zur Konservierung)
BDES-Medium 20 ml 50 x Vogel‘s Salze
15 g Agar
mit ddH2O auf 950 ml auffu¨llen
autoklavieren
50 ml 20 x BDES
200 mg/ml Hygromycin B (bei Bedarf)
Biotin-Stammlo¨sung 50 mg Biotin
0,5 L Ethanol
0,5 L ddH2O
sterilfiltrieren, Lagerung bei 4◦C
Bottom Agar 20 ml 50 x Vogel‘s Salze
15 g Agar
mit ddH2O auf 900 ml auffu¨llen
autoklavieren
100 ml 10 x FIGS
LB-Medium 10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
10 g NaCl
15 g Agar (bei Bedarf)
mit ddH2O auf 1 L auffu¨llen
autoklavieren
100 mg/L Ampicillin (bei Bedarf)
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Tabelle 2.6.: Na¨hrmedien fu¨r die Kultivierung von N. crassa und E. coli (Fortsetzung)
Na¨hrmedium Zusammensetzung
Minimalmedium 20 ml 50 x Vogel‘s Salze
20 g Saccharose
15 g Agar (bei Bedarf)
mit ddH2O auf 1 L auffu¨llen
autoklavieren
500 mg/L Histidin (bei Bedarf)
10 mg/L Nicotinamid (bei Bedarf)
200 mg/L Tryptophan (bei Bedarf)
200 mg/L Hygromycin B (bei Bedarf)
Spurenelement-Stammlo¨sung 50 g Zitronensa¨ure · H2O
50 g ZnSO4 · 7 H2O
10 g Fe(NH4)2(SO4) · 6 H2O
2,5 g CuSO4 · 5 H2O
0,5 g MnSO4 · H2O
0,5 g H3BO3
0,5 g NaMoO4 · 2 H2O
mit ddH2O auf 1 L auffu¨llen
sterilfiltrieren, Lagerung bei 4◦C
Top Agar 20 g Vogel‘s Salze
10 g Agar
mit ddH2O auf 900 ml auffu¨llen
autoklavieren
100 ml 10 x FIGS
2 x Westergaard‘s Lo¨sung 2 g KNO3
1,4 g K2HPO4
1 g KH2PO4





mit ddH2O auf 1L auffu¨llen
Westergaard‘s Medium 500 ml 2 x Westergaard‘s Lo¨sung
15 g Saccharose
15 g Agar
mit ddH2O auf 1 L auffu¨llen
autoklavieren
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2.2. Molekularbiologische Methoden
2.2.1. Klonierungsstrategien
Die in dieser Arbeit hergestellten Plasmide basieren auf dem Plasmid pMF272 (Abbildung 2.1),
das in N. crassa ein etabliertes System fu¨r die Expression von gfp-Fusionskonstrukten ist [Frei-
tag et al., 2004]. Das Plasmid entha¨lt zwei Selektionssysteme. Das Ampicillin-Resistenzgen
β-lactamase (bla) ermo¨glicht eine Selektion in Escherichia coli und das split his-3-Gen die ge-
zielte Integration in das Genom von N. crassa. Ein fu¨r Histidin auxotropher Empfa¨ngerstamm
wird durch die erfolgreiche Integration des Plasmids am his-3-Lokus prototroph fu¨r Histidin, so
dass eine Selektion der Transformanten auf Minimalmedium stattfinden kann [Aramayo and
Metzenberg, 1996]. Daru¨ber hinaus entha¨lt das Plasmid pMF272 das sgfp-Gen unter der Kon-
trolle des ccg-1-Promotors [Lorang et al., 2001; McNally and Free, 1988; Loros et al., 1989;
Freitag et al., 2004]. Zwischen dem Promotor und dem sgfp-Gen befindet sich eine Multiple Clo-
ning Site (MCS), in die gewu¨nschte Nukleotid-Sequenzen integriert werden ko¨nnen. Weitere
Restriktionsschnittstellen ermo¨glichen einen Austausch des Promotors oder des sgfp-Gens.
In einer vorangestellten Arbeit wurde basierend auf dem Plasmid pMF272 das Plasmid p5
(pGFP-MT-3) hergestellt, in dem die sgfp-Sequenz u¨ber die Restriktionsschnittstellen PacI
und EcoRI gegen die Sequenz gfp-caax ausgetauscht wurde. Die gfp-caax-Sequenz wurde
mit Hilfe des Primers 237 (GFP-Ras1-Farn-R) amplifizert, der 60 Nukleotide des 3‘-Endes
von ras-1 aus N. crassa entha¨lt und fu¨r eine sogenannte CAAX-Sequenz kodiert. Die CAAX-
Sequenz wird in der Zelle posttranslational modifiziert und vermittelt eine Assoziation der
Genprodukte mit der Plasmamembran [Lemanski, 2010]. Die Plasmide p5 (pGFP-MT-3) und
pMF272 sind modular aufgebaut und dienten als Grundgeru¨st fu¨r alle in dieser Arbeit herge-
stellten und verwendeten Plasmide (Tabelle 2.2). In dieser Arbeit wurden u¨ber die Schnitt-
stellen XbaI und PacI gewu¨nschte DNA-Sequenzen zwischen die Promotor-Sequenz und
das gfp(-caax)-Gen in das entsprechende Ausgangsplasmid integriert und in N. crassa als
gfp(-caax)-Fusionskonstrukte exprimiert. Fu¨r die Herstellung weiterer Plasmide wurde die Pro-
motorsequenz u¨ber die Restriktionsschnittstellen NotI und XbaI, native Promotorsequenzen mit
entsprechenden Genen u¨ber die Restriktionsschnittstellen NotI und PacI und die gfp(-caax)-
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Abbildung 2.1.: Schematische Darstellung des Plasmid pMF272
zur homologen Integration am his-3-Lokus von N. crassa
Es sind das Ampicillin-Resistenzgen β-lactamase, das his-3-
Integrationssystem, der ccg-1-Promotor, das sgfp-Gen und die
fu¨r diese Arbeit bedeutsamen Restriktionsschnittstellen NotI, XbaI,
PacI und EcoRI dargestellt. Die Darstellung des Plasmids erfolgt mit
der Software SeqBuilder (Lasergene DNASTAR).
Sequenzen u¨ber die Restriktionsschnittstellen PacI und EcoRI ausgetauscht. Die hierzu jeweils
verwendeten DNA-Sequenzen wurden mit Hilfe von entsprechenden Primern (Tabelle 2.3), wel-
che die beno¨tigten Restriktionsschnittstellen beinhalten, aus genomischer Template DNA oder
von Plasmiden amplifiziert und mit entsprechenden Restriktionsenzymen verdaut. Alternativ
wurden die gewu¨nschten DNA-Sequenzen direkt aus vorhandenen Plasmiden ausgeschnit-
ten. Anschließend wurden alle DNA-Sequenzen u¨ber eine Gelelektrophorese getrennt, aus
dem Gel eluiert und in das entsprechende Ausgangsplasmid ligiert. Die erhaltenen Plasmide
wurden in E. coli amplifiziert, aufgereinigt und anschließend in N. crassa transformiert. In den
folgenden Abschnitten werden die einzelnen Schritte der Klonierungsstrategien beschrieben.
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2.2.2. Polymerase chain reaction, PCR
Um spezifische DNA-Sequenzen zu amplifizieren, wurden in dieser Arbeit Polymerase-
Kettenreaktionen (Polyemerase chain reaction, PCR) mit entsprechenden Oligonukleotiden
durchgefu¨hrt (Tabelle 2.3). Dabei wurden je nach Fragestellung verschiedene PCR-Ansa¨tze
gewa¨hlt (Tabelle 2.7). Fu¨r die Amplifizierung von DNA-Fragmenten, die fu¨r Klonierungen ge-
wonnen wurden oder sequenziert werden sollten, wurde die PCR mit der Phusion-DNA-
Polymerase von Thermo Fisher Scientific durchgefu¨hrt, die u¨ber eine Proofreading-Funktion
verfu¨gt. Fu¨r diagnostische PCRs, mit denen der Genotyp von Mutanten untersucht wurde,
wurden Reaktionsansa¨tze mit der DreamTaq-DNA-Polymerase von Thermo Fisher Scientific
(ehemals Fermentas) durchgefu¨hrt.




ddH2O 37,7 µl 32,5 µl
Puffer 5 µl 10 µl
dNTPs (10mM) 1 µl 1 µl
Forward-Primer (10mM) 2,5 µl 2,5 µl
Reverse-Primer (10mM) 2,5 µl 2,5 µl
DNA-Polymerase 0,3 µl 0,5 µl
Template-DNA 1 µl 1 µl
Gesamtvolumen 50 µl 50 µl
Schritt Temperatur Zeit Temperatur Zeit
Vorheizen 95 ◦C 1 min 98 ◦C 2 min
Denaturierung 95 ◦C 30 sec 98 ◦C 30 sec
Annealing 55-65 ◦C 30 sec 55-65 ◦C 30 sec
Elongation 72 ◦C 1 min/kb 72 ◦C 30 sec/kb
 34 x
finale Elongation 72 ◦C 10 min 72 ◦C 10 min
Ku¨hlung 4 ◦C hold 4 ◦C hold
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2.2.3. Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA
Die Auftrennung von DNA nach ihrer Gro¨ße erfolgte fu¨r analytische und pra¨parative Zwe-
cke u¨ber eine Gelelektrophorese. Je nach Gro¨ße der Fragmente wurden Lo¨sungen von 0,8-
1,5 % (w/v) Agarose in 1xTAE-Puffer hergestellt, aufgekocht und bei 60 ◦C temperiert. Um
die DNA anzufa¨rben wurde die Lo¨sung mit Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von
167 ng/ml versetzt. Anschließend wurde die Lo¨sung in Geltra¨ger gegossen, ein Kamm ein-
gesetzt und bei Raumtemperatur bis zum Erstarren abgeku¨hlt. Je nach Verwendungszweck
wurden 1-50 µl der zu untersuchenden DNA-Proben mit 1/10 Volumen Ladepuffer gemischt
und in eine Geltasche pipettiert. Als Gro¨ßenstandard wurden 1 µl des GeneRuler 1 kb DNA
Ladders von Thermo Fisher Scientific aufgetragen. Die Gelelektrophorese erfolgte in 1 x TAE-
Puffer bei einer Spannung von 100 bis 150 V fu¨r ca. 30 bis 60 Minuten. Anschließend wurden
die Gele unter UV-Licht fotografiert und die Gro¨ße und Menge der zu untersuchenden Frag-
mente anhand des Gro¨ßenstandards bestimmt und ausgewertet. Die gewu¨nschten Fragmente
pra¨parativer Gele wurden nicht fotografiert, sondern direkt aus dem Gel ausgeschnitten und
aufgereinigt.
2.2.4. Gelextraktion von DNA
PCR- und Restriktionsansa¨tze wurden u¨ber eine Gelelektrophorese der Gro¨ße nach getrennt
und von Enzymen gereinigt. Im Anschluss wurden die Fragmente der entsprechenden Gro¨ße
mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und mit dem HiYield PCR-Clean-up and gel
extraction kit der Firma SLG oder mit dem GeneJET Gel Extraction Kit von Thermo Fisher
Scientific (ehemals Fermentas) nach Herstellerangaben aufgereinigt. Die Elution der DNA er-
folgte in 30-60 µl ddH2O.
2.2.5. Restriktionsverdau
Das Schneiden von DNA-Fragmenten an spezifischen Sequenzen durch entsprechende Re-
striktionsendonukleasen wurde je nach Verwendungszweck in unterschiedlichen Ansa¨tzen
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durchgefu¨hrt (Tabelle 2.8). Die Restriktionsverdaue wurden durchgefu¨hrt, um spezifische DNA-
Fragmente aus Plasmiden zu entfernen, fu¨r die weitere Verwendung aus Plasmiden zu gewin-
nen, gleiche u¨berstehende Enden fu¨r eine Ligation zu erzeugen oder um hergestellte Plasmide
auf erwartete Restriktionsbanden zu testen. Dabei wurde in den Ansa¨tzen die Menge der einge-
setzten Restriktionsendonukleasen an die eingesetzte DNA-Menge angepasst und mit ddH2O
auf die gewu¨nschte Endkonzentration eingestellt. Die Ansa¨tze wurden 3 Stunden bei 37 ◦C
inkubiert und anschließend auf analytischen oder pra¨parativen Agarose-Gelen aufgetrennt und
analysiert (Abschnitt 2.2.3).
Tabelle 2.8.: Standardisierte Restriktions-Ansa¨tze
Komponente Testverdau pra¨parativer Verdau
Plasmid-DNA 1 µl 5-10 µl
oder PCR-Produkt - 30-60 µl
Je Restriktionsendonuklease 0,3 µl 1-3 µl
Puffer 2 µl 5-7 µl
ddH2O x µl x µl
Gesamtvolumen 20 µl 50-70 µl
2.2.6. Ligation
Ligationen von Plasmid-DNA mit DNA-Fragmenten wurden je nach Konzentration der DNA-
Lo¨sungen in verschiedenen Ansa¨tzen durchgefu¨hrt. Zusa¨tzlich wurde eine Religationskontrolle
des Plasmids durchgefu¨hrt (Tabelle 2.9). Die Ligationen erfolgten bei 16 ◦C u¨ber Nacht oder
bei RT fu¨r 3 Stunden. Anschließend wurden die Reaktionen durch eine Inkubation bei 65 ◦C
fu¨r 10 Minuten gestoppt und 1 µl jedes Ansatzes in E. coli transformiert.
2.2.7. Transformation in E. coli XL1-Blue
Fu¨r die Transformation in E. coli wurden Aliquots mit 50 µl kompetenten XL1-Blue-Zellen auf Eis
aufgetaut und mit 1 µl der Ligationsansa¨tze bzw. der Religationskontrolle versetzt. Die Transfor-
mationsansa¨tze wurden in Ku¨vetten mit 2 mm Spaltbreite u¨berfu¨hrt und bei 2,5 kV, 200 Ω und
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25 µF transformiert (GenePulser II, BioRad). Direkt im Anschluss wurde der Transformations-
Ansatz in ein Reagenzglas mit 2 ml flu¨ssigen LB-Medium u¨berfu¨hrt und fu¨r 1 Stunde bei 37 ◦C
und 100 rpm inkubiert. Anschließend wurden 100 µl der Zellen auf eine LB-Agarplatte mit Am-
picillin gegeben und mit Glasperlen ausplattiert. Die restlichen Zellen wurden durch eine kurze
Zentrifugation pelletiert, der U¨berstand verworfen, die Zellen resuspendiert und ebenfalls auf
LB-Agarplatten mit Ampicillin-Zusatz ausplattiert. Die Platten wurden bei 37 ◦C u¨ber Nacht in-
kubiert und die am na¨chsten Tag erhaltenen Kolonien fu¨r die Pra¨paration von Plasmid-DNA
verwendet.
2.2.8. Pra¨paration von Plasmid-DNA aus E. coli
Fu¨r die Pra¨paration von Plasmid-DNA aus E. coli wurden Kulturro¨hrchen mit 2,5 ml flu¨ssigem
LB-Medium und Ampicillin-Zusatz mit transformierten Kolonien von E. coli angeimpft. Die Kul-
turen wurden u¨ber Nacht bei 37 ◦C schu¨ttelnd inkubiert. Anschließend wurden 2 ml der Kultur
in ein 2 ml Reaktionsgefa¨ß u¨berfu¨hrt und fu¨r 1 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Der U¨berstand
wurde verworfen und die Zellen in 100 ml Lo¨sung I durch Vortexen resuspendiert und fu¨r 5 min
auf Eis inkubiert. Anschließend wurden 200 ml der frisch angesetzten Lo¨sung II zu dem Ansatz
gegeben und durch vorsichtiges Invertieren gemischt. Die Reaktionsgefa¨ße wurden fu¨r 2 min
auf Eis inkubiert und anschließend mit 150 ml Lo¨sung III versetzt. Nach erneutem Mischen
durch vorsichtiges Invertieren wurden die Ansa¨tze fu¨r 1 min auf Eis inkubiert und im Anschluss
fu¨r 15 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Etwa 1,5 ml des U¨berstandes wurden in ein neues Re-
aktionsgefa¨ß gegeben und mit 500 µl 100 %igem Ethanol versetzt. Der Ansatz wurde durch
vorsichtiges Invertieren gemischt und fu¨r 15 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Der U¨berstand
wurde verworfen und das Pellet mit 500 µl 70 %igem Ethanol durch kurzes Vortexen und ei-
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ne anschließende Zentrifugation fu¨r 5 min bei 13000 rpm gewaschen. Der U¨berstand wurde
verworfen und das Pellet durch eine Zentrifugation in der Speedvac getrocknet. Anschließend
wurde das Pellet in 30-50 µl ddH2O mit RNaseA (0,2 µg/µl) resuspendiert. Falls no¨tig wurde
die suspendierte DNA bis zur weiteren Verwendung bei -20 ◦C gelagert.
Die erhaltene DNA wurde beispielsweise in Restriktionsansa¨tzen und als Template-DNA fu¨r
PCRs verwendet. Fu¨r einige Anwendungszwecke, darunter Sequenzierung oder Transformati-
on in N. crassa, wurde die aus E. coli isolierte DNA durch eine Phenolysierung weiter aufgerei-
nigt. Dafu¨r wurde die DNA-Lo¨sung mit ddH2O auf 200 µl aufgefu¨llt, mit 20 µl 3M Natriumace-
tat (pH 6,3) versetzt und durch kurzes Vortexen gemischt. Anschließend wurden dem Ansatz
150 µl einer Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Mischung (25:24:1) zugegeben und durch Vor-
texen sorgfa¨ltig gemischt. Die Ansa¨tze wurden fu¨r 5 min bei 13000 rpm zentrifugiert und etwa
180 µl des U¨berstandes vorsichtig abgenommen und in ein neues Reaktionsgefa¨ß u¨berfu¨hrt.
Dabei wurde darauf geachtet, keine Flu¨ssigkeit aus der unteren Phase in das neue Reakti-
onsgefa¨ß zu u¨berfu¨hren. Im Anschluss wurde die DNA durch Zugabe von 500 µl eiskaltem
100 %igem Ethanol und einer Zentrifugation fu¨r 10 min bei 13000 rpm gefa¨llt. Der U¨berstand
wurde verworfen und die DNA mit 500 µl 70 %igem Ethanol, kra¨ftigem Vortexen und 5 min
Zentrifugation bei 13000 rpm gewaschen. Der U¨berstand wurde verworfen und das Pellet durch
eine Zentrifugation in der Speedvac getrocknet. Anschließend wurde das Pellet in 50 µl ddH2O
resuspendiert. Die resuspendierte DNA wurde bei Bedarf fu¨r eine spa¨tere Verwendung bei
-20 ◦C aufbewahrt.
2.2.9. Isolierung genomischer DNA aus N. crassa
Fu¨r eine schnelle Isolierung von DNA aus N. crassa wurden Sporen des zu untersuchenden
Stammes mit einem Holzsta¨bchen in ein 2 ml Schraubgefa¨ß u¨berfu¨hrt, dessen Boden zuvor mit
Glasku¨gelchen bedeckt wurde. Jedem Ansatz wurde 800 µl DNA-Extraktionspuffer zugefu¨gt,
der zuvor frisch mit 8 µl β-Mercaptoethanol versetzt wurde. Im Anschluss wurden die ver-
schlossenen Gefa¨ße in einem Zellaufschlussgera¨t 2 x fu¨r 30 sec bei 6500 m/s (maximale Inten-
sita¨t) geschu¨ttelt. Die Proben wurden fu¨r 5 min bei 13000 rpm zentrifugiert und mit 80 µl einer
3M Natriumacetat-Lo¨sung (pH6,3) und 500 µl einer Phenol-Chloroform-Lo¨sung (24:1) versetzt.
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Die Proben wurden durch Vortexen gut gemischt und anschließend fu¨r 5 min bei 13000 rpm
zentrifugiert. Etwa 400 µl der oberen Phase wurde vorsichtig abgenommen und in ein neues
Reaktionsgefa¨ß u¨berfu¨hrt, in das 1 ml eiskalter 100 %iger Ethanol vorgelegt wurde. Der An-
satz wurde fu¨r 12 min bei 13000 rpm und 4 ◦C zentrifugiert und der U¨berstand verworfen. Das
Pellet wurde durch die Zugabe von 300 µl 70 %igem Ethanol, kurzem Vortexen und 5 min Zen-
trifugation bei 13000 rpm gewaschen. Der U¨berstand wurde verworfen und die pelletierte DNA
durch Zentrifugation in der Speedvac getrocknet und anschließend in 50 µl TE mit RNaseA
(0,2 µg/µl) resuspendiert. Die Lagerung der gewonnenen DNA erfolgte bei -20 ◦C.
2.2.10. Bestimmung der DNA-Konzentration
Die Konzentration von DNA-Lo¨sungen wurde photometrisch bei einer Wellenla¨nge von 260 nm
gemessen. Hierzu wurden 5 µl der zu untersuchenden DNA-Lo¨sung mit 995 µl ddH2O ge-
mischt und in eine Quarzku¨vette u¨berfu¨hrt. Die Messung erfolgte im Photometer mit ddH2O
als Referenz. In der gewa¨hlten Verdu¨nnung entspricht der gemessene Wert der zehnfachen
DNA-Konzentration in µg/µl. Zusa¨tzlich wurde die zu untersuchende DNA-Lo¨sung auf eine
Agarose-Gel aufgetragen und die vorhandene Menge visuell anhand des Gro¨ßenstandards
GeneRuler 1kb DNA Ladder von Thermo Fisher Scientific (ehemals Fermentas) abgescha¨tzt
(Abschnitt 2.2.3).
2.2.11. DNA-Sequenzierung
Fu¨r eine Sequenzierung wurde Plasmid-DNA u¨ber eine Phenolysierung und PCR-Produkte
u¨ber eine Agarose-Gelelektrophorese und dem GeneJET Gel Extraction Kit von Thermo Fisher
Scientific (ehemals Fermentas) aufgereinigt und die Konzentration bestimmt (Abschnitt 2.2.7
und 2.2.4). Fu¨r die Sequenzierung wurden 3 µg DNA in einem Volumen von 30 µl eingesetzt
und gemeinsam mit geeigneten Oligonukleotiden (Tabelle 2.3) an die Firma GATC Biotech ver-
sendet. In dieser Firma wurden die Sequenzierungen mit der Didesoxymethode nach Sanger
[Sanger et al., 1977] durchgefu¨hrt. Die erhaltenen Sequenzen wurden mit der kommerziellen
Software SeqMan von Lasergene DNASTAR und dem Server-Programm MultiAlign betrachtet
und ausgewertet.
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2.3. Biochemische Methoden
2.3.1. Proteinextraktion aus N. crassa
Um Proteine aus N. crassa zu extrahieren, wurden 250 ml Polypropylen-Kolben mit 50 ml
flu¨ssigem Minimalmedium befu¨llt und mit 1 ml Sporensuspension (1 · 107 Sporen/ml) der zu
untersuchenden Sta¨mme angeimpft (Abschnitt 2.4.1). Die Kulturen wurden fu¨r 20 Stunden bei
30 ◦C und 120 rpm inkubiert. Anschließend wurde das Myzel u¨ber einen mit einer Lage Mi-
racloth (Millipore) versehenen Bu¨chner-Trichter geerntet, der an einer Wasserstrahlpumpe an-
geschlossen wurde. Das Myzel wurde ohne weitere Waschschritte von dem Miracloth gelo¨st, in
Aluminiumfolie eingeschlagen und in flu¨ssigem Stickstoff schockgefroren. Das gefrorene My-
zel wurde in der Aluminiumfolie mit einem Hammer zerkleinert und die erhaltenen Stu¨cke in
ein vorgeku¨hltes 2 ml Schraubgefa¨ß u¨berfu¨hrt, dessen Boden zuvor mit kleinen Glasku¨gelchen
bedeckt wurde. Das Schraubgefa¨ß wurde sofort auf Eis geku¨hlt und das Myzel mit 500 µl eis-
kaltem Proteinextraktionspuffer (Proteinextraktionspuffer II frisch zubereitet und zu Proteinex-
traktionspuffer I zugefu¨gt) sorgfa¨ltig gemischt. Die Proben wurden in einem Zellaufschlussgera¨t
3 x 30 sec bei 6500 m/s (maximale Intensita¨t) unter sta¨ndiger Ku¨hlung geschu¨ttelt. Anschlie-
ßend wurden die Proben fu¨r 30 min auf Eis inkubiert und alle 10 min durch Vortexen gemischt.
Nach der Inkubation wurden die Proben fu¨r 10 min bei 13000 rpm und 4 ◦C zentrifugiert. Der
U¨berstand wurde in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefa¨ß u¨berfu¨hrt und die Proteinkonzentra-
tion mit Coomassie-Brilliant-Blau photometrisch bestimmt [Bradford, 1976]. Hierzu wurden in
einer Dreifachbestimmung jeweils 1 µl der U¨bersta¨nde mit einer frisch verdu¨nnten Fa¨rbelo¨sung
von RotiQuant (Roth) gemischt, fu¨r 5 min im Dunkeln inkubiert und bei einer Wellenla¨nge
von 595 nm am UV-VIS-Photospektrometer (Ultrospec 2000 UV/Visible Spectrophotometer,
Pharmacia Biotech) gemessen. Die Berechnung der Proteinkonzentration erfolgte automatisch
anhand einer Regressiongeraden, die u¨ber die Absorption einer Verdu¨nnungsreihe von BSA
(0-10 µg/µl) erstellt worden ist. Messungen, deren Messwerte außerhalb des linearen Bereichs
der Eichkurve lagen, wurden in anderen Verdu¨nnungen wiederholt. Die Konzentration der er-
haltenen Proteinrohextrakte wurden mit Proteinextraktionspuffer auf 2,7-3,3 µg/µl) eingestellt,
und die Proben mit 1/5 Volumen 5 x Laemmli-Probenpuffer vermischt. Die Proben wurden fu¨r
10 min bei 95 ◦C erhitzt und bis zur weiteren Verwendung bei -80 ◦C eingefroren.
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2.3.2. Gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen
Die Auftrennung von Proteinen erfolgte anhand ihrer molekularen Masse in denaturierenden
Polyacrylamid-Gelen. Fu¨r die Herstellung der Gele wurden zwei gereinigte Glasplatten durch
einen Spacer getrennt in eine Haltevorrichtung gespannt, so dass ein 1 mm breiter Spalt ent-
steht, wa¨hrend die Platten von unten und zur Seite gut abgedichtet sind. In den Spalt wurde
ca. 5 ml einer Trenngel-Mischung gefu¨llt (Tabelle 2.10) und diese mit Isopropanol u¨berschichtet.
Anschließend wurde das Gel bei RT stehen gelassen, bis es fertig auspolymerisiert war
(ca. 30 min). Das Isopropanol wurde durch mehrmaliges Waschen mit ddH2O entfernt. Auf
das Trenngel wurden ca. 2 ml einer Sammelgel-Mischung gefu¨llt (Tabelle 2.10) und sofort ein
Kamm von oben in den Spalt gesteckt. Das Gel wurde erneut bei RT bis zur vollsta¨ndigen
Polymerisierung stehen gelassen und anschließend aus der Halterung gelo¨st und in einer
Elektrophorese-Kammer eingespannt. Diese wurde bis zur Markierung mit 1 x SDS-Laufpuffer
befu¨llt und der Kamm aus dem Gel entfernt. Die Taschen wurden mit 50 µg Proteinrohextrakt in
einem Volumen von maximal 23 µl befu¨llt. Als Gro¨ßenstandard wurden 5 µl eines Markers auf-
getragen. Je nachdem, ob das Gel spa¨ter mit Coomassie gefa¨rbt oder in einem Western-Blot
eingesetzt werden sollte, wurde der Marker Unstained PageRuler oder Prestained PageRuler
von Thermo Fisher Scientific verwendet. Die Proben wurden bei einer Spannung von 100 V
aufgetrennt, bis die blaue Bande des Markers das untere Ende des Gels erreicht hat. Das Gel
wurde aus der Elektrophorese-Apparatur entfernt, aus den Glasplatten gelo¨st und das Sam-
melgel entfernt. Das Trenngel wurde entweder mit Coomassie-Brilliant-Blau gefa¨rbt oder fu¨r
einen Western-Blot verwendet.
Tabelle 2.10.: Zusammensetzung der Polyacrylamid-Gele (Ansatz fu¨r 2 Gele)
Komponente Trenngel (8 %) Sammelgel (5 %)
H2O 6 ml 3,4 ml
30 % Acrylamid-Mix 3,45 ml 830 µl
1,5M Tris (pH 8,8) 3,25 ml -
1M Tris (pH 6,8) - 630 µl
10 % SDS 130 µl 50 µl
10 % APS 130 µl 50 µl
TEMED 7,8 µl 5 µl
Gesamtvolumen ca. 13 ml ca. 5 ml
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2.3.3. Coomassie-Fa¨rbung
Fu¨r die Commassie-Fa¨rbung wurde das Gel mit ca. 20 ml ddH2O bedeckt, 30 sec in der Mi-
krowelle erwa¨rmt (nicht kochen!) und fu¨r 5 min schu¨ttelnd bei RT inkubiert. Das ddH2O wur-
de abgegossen und dieser Waschschritt 2 mal wiederholt. Anschließend wurde das Gel mit
ca. 20 ml der Coomassie-Fa¨rbelo¨sung bedeckt, fu¨r 10 sec in der Mikrowelle erhitzt (nicht ko-
chen!) und bei RT unter schu¨tteln inkubiert, bis die gewu¨nschte Farbintensita¨t der Banden nach
etwa 10 min erreicht wurde. Die Coomassie-Fa¨rbelo¨sung wurde abgegossen und das Gel in
ddH2O u¨ber Nacht schu¨tteln entfa¨rbt, bis der gewu¨nschte Kontrast erreicht wurde.
2.3.4. Western-Blot
Um spezifische Proteine mit Antiko¨rpern nachzuweisen, wurden die in der SDS-PAGE ge-
trennten Proteine zuna¨chst durch einen Western-blot auf eine PVDF-Membran (Millipore Im-
mobilon P, Merck) u¨bertragen. Hierzu wurde das Gel zuerst fu¨r 15 min in Western-Transfer-
Puffer a¨quilibriert. Wa¨hrenddessen wurde eine PVDF-Membran und zwei Stu¨ck 3M Whatman-
Filterpapier auf die Gro¨ße des Gels zugeschnitten. Die PVDF-Membran wurde fu¨r 15 sec in
Methanol aktiviert, fu¨r 2 min in Wasser inkubiert und fu¨r mindestens 5 min in Western-Transfer-
Puffer a¨quilibriert. Das Whatman-Papier wurde ebenfalls in Western-Transfer-Puffer getra¨nkt.
Fu¨r das Blotting wurde die ”Mini Trans-Blot Cell“ (BioRad) verwendet. Fu¨r den Aufbau des Blots
wurde ein in Western-Transfer-Puffer getra¨nkter Schwamm auf die schwarze Seite der Hal-
terung gelegt. Darauf wurden ein getra¨nktes Whatman-Papier, das Gel, die PVDF-Membran,
ein getra¨nktes Whatman-Papier und zuletzt wieder ein in Western-Transfer-Puffer getra¨nkter
Schwamm gelegt. Dabei wurde darauf geachtet, dass sich keine Luftblasen zwischen den
Schichten befinden. Die Halterung wurde geschlossen und in den zugeho¨rigen Tank neben
einen Ku¨hlblock geha¨ngt. Die Kammer wurde bis zur Markierung mit Western-Transfer-Puffer
gefu¨llt und die Proteine bei einer Spannung von ca. 15 V (Stromsta¨rke ca. 40 mA) u¨ber Nacht
bei 4 ◦C unter sta¨ndigem Ru¨hren des Puffers auf die Membran transferiert. Am na¨chsten Tag
wurde der Blot abgebaut und die Membran mit spezifischen Antiko¨rpern behandelt.
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Immunodetektion der phosphorylierten MAP-Kinase
Um spezifisch phosphorylierte MAK-2-Varianten zu detektieren, wurde der Antiko¨rper Anti-
Phospho-p44/42 (#9101, Cell Signaling Technology) verwendet (Tabelle 2.4). Hierfu¨r wurde die
Membran mit den Proteinen zuna¨chst fu¨r 8 Stunden bei RT oder fu¨r 16 Stunden bei 4 ◦C in et-
wa 20 ml Blockierungslo¨sung (0,05 % Tween 20) schu¨ttelnd inkubiert. Im Anschluss wurde die
Membran mit etwa 20 ml 1xTBST (0,05 % Tween 20) bedeckt und bei RT fu¨r 5 min schu¨ttelnd
inkubiert. Die Lo¨sung wurde verworfen und der Waschschritt 2 mal wiederholt. Die Membran
wurde u¨ber Nacht bei 4 ◦C und am na¨chsten Tag fu¨r 1 h bei RT mit dem Anti-Phospho-
p44/42-Antiko¨rper (1:2000 in 10 ml Blockierungslo¨sung (0,05 % Tween 20)) unter sta¨ndigem
Schu¨tteln inkubiert. Anschließend wurde die Membran 6 mal fu¨r 10 min bei 4 ◦C mit jeweils etwa
20 ml 1xTBST (0,05 % Tween 20) gewaschen und mit dem sekunda¨ren Antiko¨rper Anti-Rabbit
(#7074, Cell Signaling Technology, 1:120000 in 10 ml Blockierungslo¨sung (0,05 % Tween 20))
fu¨r 1,5 Stunden bei 4 ◦C schu¨ttelnd inkubiert. Es folgten 6 weitere Waschschritte fu¨r jeweils
10 min in etwa 20 ml 1xTBTST (0,05 % Tween 20) bei 4 ◦C. Nun wurde die Membran in eine
große Petrischale (Durchmesser 14 cm) gelegt und mit 1,4 ml Entwicklerlo¨sung (”SuperSignal
West Femto Kit“, Thermo Scientific) gleichma¨ßig bedeckt. Die Petrischale wurde fu¨r 5 min
im Dunkeln inkubiert und die durch den gebundenen sekunda¨ren Antiko¨rper vermittelte Che-
milumineszenz anschließend in einem ChemiDoc Touch Imaging System (BioRad) detektiert.
Anschließend wurden die Antiko¨rper von der Membran entfernt, sodass diese fu¨r eine Immu-
nodetektion mit anderen Antiko¨rpern wiederverwendet werden konnte (Abschnitt 2.3.5).
Immunodetektion von GFP
Um mit GFP-fusionierte Proteine nachzuweisen, wurde der Antiko¨rper Anti-GFP
(11814460001, Roche) verwendet (Tabelle 2.4). Zuna¨chst wurde die Membran fu¨r 1 Stunde
bei RT in etwa 20 ml Blockierungslo¨sung (0,1 % Tween 20) schu¨ttelnd inkubiert. Dieser
Blockierungsschritt entfiel, wenn die Membran zuvor dem Protokoll zum Stripping unterzogen
wurde (Abschnitt 2.3.5). Im Anschluss wurde die Membran 3 mal fu¨r 5 min bei RT mit etwa
20 ml 1xTBST (0,1 % Tween 20) gewaschen, bevor eine Inkubation mit dem Anti-GFP-
Antiko¨rper (1:2000 in 10 ml Blockierungslo¨sung (0,1 % Tween 20)) fu¨r 1,5 Stunden bei RT
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unter sta¨ndigem Schu¨tteln erfolgte. Der Antiko¨rper wurde durch 4maliges Waschen fu¨r jeweils
15 min mit ca. 20 ml 1xTBST (0,1 % Tween 20) entfernt. Im Anschluss wurde die Membran mit
dem sekunda¨ren Anti-Maus-Antiko¨rper (A24512, Novex, 1:10000 in 10 ml Blockierungslo¨sung
(0,1 % Tween 20)) fu¨r 45 min bei RT unter Schu¨tteln inkubiert. Die Membran wurde 4 mal mit
etwa 20 ml 1xTBST (0,1 % Tween 20) fu¨r jeweils 5 min bei RT gewaschen und anschließend in
eine Petrischale gelegt und gleichma¨ßig mit 1,4 ml Entwicklerlo¨sung (”SuperSignal West Pico
Kit“, Thermo Scientific) bedeckt. Die Detektion und Dokumentation der Chemilumineszenz
erfolgte in einem ChemiDoc Touch Imaging System (BioRad). Im Anschluss wurden die
Antiko¨rper von der Membran entfernt (Abschnitt 2.3.5) und diese fu¨r weitere Experimente
verwendet.
Immunodetektion von β-Tubulin
Der Nachweis von β-Tubulin gilt als Kontrolle fu¨r eine gleichma¨ßige Beladung der Gele mit Pro-
teinproben und wurde mit Hilfe des Antiko¨rpers Anti-β-Tubulin (MMS-410P, Covance) durch-
gefu¨hrt. Hierfu¨r wurde die Membran unter sta¨ndigem Schu¨tteln fu¨r 1 Stunde bei RT mit et-
wa 20 ml Blockierungslo¨sung (0,1 % Tween 20) inkubiert. Dieser Schritt wurde nicht durch-
gefu¨hrt, wenn die Membran vorher bereits dem Protokoll fu¨r das Stripping unterzogen wurde.
Im Anschluss wurde die Membran 3 mal fu¨r 5 min mit ca. 20 ml 1xTBST (0,1 % Tween 20)
bei RT gewaschen und daraufhin fu¨r 1,5 Stunden bei RT schu¨ttelnd mit dem Anti-β-Tubulin-
Antiko¨rper (1:2000 in 10 ml Blockierungslo¨sung (0,1 % Tween 20)) inkubiert. Die Membran
wurde 4 mal fu¨r 15 min bei RT mit etwa 20 ml 1xTBST (0,1 % Tween 20) gewaschen und
anschließend fu¨r 30 min mit dem Anti-Maus-Antiko¨rper (A24512, Novex, 1:10000 in 10 ml Blo-
ckierungslo¨sung (0,1 % Tween 20)) schu¨ttelnd bei RT inkubiert. Im Anschluss folgten 4 Wasch-
schritte mit ca. 20 ml 1xTBST (0,1 % Tween 20) bei RT, bevor die Detektion der Signale analog
zu dem Nachweis mit dem Anti-GFP-Antiko¨rper erfolgte.
2.3.5. Stripping der PVDF-Membran
Um gebundene Antiko¨rper-Komplexe von der Membran wieder zu entfernen, ohne die zu de-
tektierenden Proteine abzuwaschen, wurde ein Stripping-Protokoll eingesetzt (nach [Yeung
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and Stanley, 2009] vera¨ndert durch die Arbeitsgruppe von Dr. Tobias Kruse). Hierfu¨r wurde
die Membran nach der Detektion des Chemilumineszenz-Signals fu¨r 5 min mit etwa 20 ml
1xTBST (0,1 % Tween 20) bei RT gewaschen. Anschließend wurde die Membran fu¨r 1 Stunde
mit ca. 20 ml Stripping-Lo¨sung unter sta¨ndigem Schu¨tteln bei RT inkubiert und anschließend
3 mal fu¨r 5 min bei RT mit etwa 20 ml 1xTBST (0,1 % Tween 20) gewaschen. Abschließend
wurde die Membran u¨ber Nacht mit etwa 20 ml Blockierungslo¨sung (0,1 % Tween 20) bei 4 ◦C
schu¨ttelnd inkubiert und am na¨chsten Tag mit dem Protokoll fu¨r eine Hybridisierung mit An-
tiko¨rpern nach dem Blockierungsschritt fortgesetzt.
2.4. Methoden zur Kultivierung und Analyse von N. crassa
2.4.1. Kultivierung und Lagerung von N. crassa
Um N. crassa vegetativ zu vermehren und zu kultivieren wurden standardma¨ßig mit 3 ml Mini-
malmedium befu¨llte Schra¨gagarro¨hrchen mit Konidien (z.B aus einer Dauerkultur, siehe unten)
inokuliert. Fu¨r Sta¨mme mit auxotrophen Markern wurden die entsprechenden Supplemente
zuvor dem Minimalmedium beigefu¨gt (Tabelle 2.6). Die Agarro¨hrchen wurden fu¨r etwa 3 Ta-
ge bei 30 ◦C im Dunkeln inkubiert und anschließend fu¨r 2-4 Tage bei RT und einem wech-
selnden Tag/Nacht-Zyklus gehalten. Die gebildeten Konidien wurden mit einem Holzsta¨bchen
entnommen und in ddH2O resuspendiert, oder durch die Zugabe von 1-2 ml ddH2O in die
Ro¨hrchen und kra¨ftiges Vortexen geerntet. Die Sporenmischung wurde durch eine mit Ver-
bandmull (Cheesecloth) gestopfte blaue Pipettenspitze in ein frisches Reaktionsgefa¨ß gefiltert.
Die erhaltene Sporensuspensionen dienten unter anderem als Ausgangsmaterial um Kulturen
fu¨r die Proteinextraktion und Quantifizierungen von La¨ngenwachstum, Lufthyphen- und Spo-
renbildung zu inokulieren, fu¨r mikroskopische Experimente und fu¨r Einzelsporisolierungen (Ab-
schnitte 2.3.1, 2.4.7, 2.4.6 und 2.4.3). Fu¨r die Lagerung von N. crassa u¨ber einen la¨ngeren
Zeitraum wurden die Konidien der entsprechenden Sta¨mme als Glycerin-Stocks konserviert.
Hierfu¨r wurde 1 ml der gefilterten Sporensuspension mit 1 ml 40 % (w/v) Glycerin vermischt
und bei -80 ◦C gelagert.
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2.4.2. Transformation in N. crassa
Fu¨r eine Transformation von N. crassa wurden fu¨r Histidin auxotrophe Empfa¨ngersta¨mme (sie-
he Abschnitt 2.2.1) in 500 ml Erlenmeyerkolben inokuliert, die etwa 100 ml festes Minimalme-
dium mit Histidin-Zusatz enthielten. Alternativ wurden Sta¨mme mit einer geringen Sporenpro-
duktion in bis zu 8 Erlenmeyerkolben mit einem Volumen von 250 ml und 50 ml Minimalmedium
mit Histidin inokuliert. Die Kolben wurden fu¨r 3-4 Tage bei 30 ◦C im Dunkeln inkubiert und an-
schließend fu¨r 6-7 Tage bei RT und wechselndem Tag/Nacht-Rhythmus gehalten. Fu¨r die Trans-
formation wurden die Sporen unter sterilen Bedingungen mit einem Spatel geerntet und in ein
50 ml Schraubgefa¨ß gegeben, das mit etwa 45 ml eiskaltem ddH2O gefu¨llt war. Die Sporen wur-
den durch Schu¨tteln und Vortexen suspendiert und anschließend u¨ber einen mit Verbandmull
(Cheesecloth) ausgelegten Trichter in ein neues vorgeku¨hltes 50 ml Schraubgefa¨ß filtriert. Die
Sporensuspension wurde fu¨r 3 min bei 3500 rpm und 4 ◦C zentrifugiert. Der U¨berstand wurde
verworfen und die Sporen in etwa 30 ml eiskaltem Sorbitol durch Schu¨tteln und Vortexen re-
suspendiert. Zwischendurch wurde die Suspension auf Eis geku¨hlt. Dieser Waschschritt wurde
noch 2 mal wiederholt. Nach dem letzten Waschen wurde der U¨berstand gru¨ndlich abgegossen
und die Sporen in einem kleinen Restvolumen resuspendiert, so dass eine za¨hflu¨ssige Suspen-
sion entstand. Hiervon wurden 90 µl in einem 1,5 ml Reaktionsgefa¨ß zu 10 µl einer Plasmid-
Lo¨sung (ca. 1µg DNA/µl) gegeben und auf Eis gehalten. In der negativen Kontrolle wurde die
Sporensuspension zu 10 µl ddH2O gegeben und anschließend exakt wie alle anderen Proben
behandelt. Die Sporen/DNA-Mischung bzw. die Kontrolle wurden in Elektroporationsku¨vetten
mit 1 mm Spaltbreite u¨berfu¨hrt und bei 1,5 kV, 600 Ω und 25 µF transformiert (GenePulser II,
BioRad). Im Anschluss an die Elektroporation wurde der Transformationsansatz sofort mit 1 ml
eiskaltem Sorbitol aus der Ku¨vette gespu¨lt und in ein 1,5 ml Reaktionsgefa¨ß gegeben, das auf
auf Eis geku¨hlt wurde. Anschließend wurden die Probe in jeweils ca. 30 ml warmen Top Agar
(ca. 55 ◦C) gegeben, durch Schu¨tteln gemischt und auf 6 vorgewa¨rmte Bottom-Agar-Platten
verteilt. Wenn der Agar erstarrt war, wurden die Platten bei 30 ◦C fu¨r 2-4 Tage im Dunkeln in-
kubiert. Erhaltene Transformanten, die in Kolonieform auf den Platten wuchsen, wurden unter
aseptischen Bedingungen mit einer Impflanzette auf Schra¨gagarro¨hrchen mit Minimalmedium
u¨berfu¨hrt und wie beschrieben inkubiert (Abschnitt 2.4.1).
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2.4.3. Einzelsporisolierung
Heterokaryotische Prima¨rtransformanten wurden bei Bedarf u¨ber eine Kreuzung (Ab-
schnitt 2.4.4) oder eine Einzelsporisolierung aufgereinigt. Fu¨r eine Einzelsporisolierung wur-
den Sporen der heterokaryotischen Sta¨mme geerntet und u¨ber Verbandmull gefiltert (Ab-
schnitt 2.4.1). Mit Hilfe einer Impfo¨se wurden unter aseptischen Bedingungen 1, 2 und 3 Trop-
fen der Sporensuspension auf 3 Platten mit BDES-Medium (bei Bedarf mit Supplementen)
ausgestrichen und u¨ber Nacht bei 30 ◦C inkubiert. Am na¨chsten Tag wurden unter einem Ste-
reomikroskop einzelne Keimlinge identifiziert und mit einer Impflanzette auf jeweils ein frisches
Ro¨hrchen mit Minimalmedium (bei Bedarf mit Supplementen) u¨berfu¨hrt. Die Ro¨hrchen wur-
den unter Standardbedingungen inkubiert und die isolierten Sta¨mme mittels Fluoreszenzmi-
kroskopie (Abschnitt 2.4.6) und/oder PCR (Abschnitt 2.2.2) untersucht. Bei Bedarf wurde die
Einzelsporisolierung wiederholt.
2.4.4. Kreuzungen
Fu¨r die sexuelle Vermehrung von N. crassa werden zwei Kreuzungspartner mit entgegenge-
setztem Paarungstyp beno¨tigt. Der als ”weiblich“ bezeichnete Kreuzungspartner wurde auf ei-
ner Petrischale mit etwa 20 ml Westergaard‘s-Medium inokuliert. Die Kreuzungsplatten wur-
den bei RT und einem wechselnden Tag/Nacht-Rhytmus inkubiert. Nach 7 Tagen wurde
die Bildung von Protoperithezien mit dem Stereomikroskop u¨berpru¨ft. Parallel zur Inkubati-
on der Kreuzungsplatten wurde der Kreuzungspartner des entgegengesetzten Paarungstyps,
der auch als ”ma¨nnlicher“ Kreuzungspartner bezeichnet wird, unter Standardbedingungen im
Schra¨gagarro¨hrchen angezogen (Abschnitt 2.4.1). Fu¨r die Befruchtung wurden die Sporen des
ma¨nnlichen Kreuzungspartners mit 2 ml ddH2O geerntet und 500-1000 µl der ungefilterten
Sporensuspension mit der Pipettenspitze gleichma¨ßig auf der Kreuzungsplatte verteilt. Die
Kreuzungsplatten wurden fu¨r weitere 21 Tage, bei Bedarf auch la¨nger, bei RT und einem wech-
selnden Tag/Nacht-Rhytmus inkubiert. Die Entwicklung der sexuellen Reproduktionsstrukturen
wurden regelma¨ßig unter dem Stereomikroskop beobachtet. Nach etwa 7 Tagen haben sich
reife Perithezien gebildet, die nach etwa 14 Tagen ausreichend Askosporen entlassen haben.
Diese sammeln sich in der Regel im Deckel der Kreuzungsplatte und wurden weitere 7 Tage
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reifen gelassen. Im Anschluss wurden die Askosporen mit 1-2 ml ddH2O vom Deckel der Pe-
trischale gewaschen und in einem Reaktionsgefa¨ß bis zum weiteren Gebrauch im Dunkeln bei
RT aufbewahrt.
Um die Auswirkungen von Mutationen auf die sexuelle Entwicklung von N. crassa zu untersu-
chen, wurden die Bildung und Morphologie von Protoperithezien, Perithezien und Askoporen in
regelma¨ßigen Zeitabsta¨nden beobachtet und dokumentiert. Um die Morphologie der Protope-
rithezien und Perithezien zu untersuchen, wurden die Kreuzungsplatten unter dem Stereomi-
kroskop untersucht (Abschnitt 2.4.6). Hierfu¨r wurden diese in der Regel ohne Deckel horizontal
oder in einem 45◦-Winkel auf dem Tisch des Stereomikroskops platziert. Um die Bildung und
Form von Askosporen zu untersuchen wurden reife Perithezien mit einer Impflanzette aus der
Kreuzungsplatte geschnitten, mit einem Tropfen Wasser auf einen Objekttra¨ger gegeben, mit
einem Deckgla¨schen bedeckt und durch leichten Druck aufgebrochen. Das Deckgla¨schen wur-
de durch ein frisches ersetzt und die freigelegten Rosetten mit den Askosporen unter dem
Stereomikroskop untersucht.
Um die Askosporen auszuplattieren, wurden zuna¨chst Aliquots von 20 µl fu¨r 20 min bei 59 ◦C
aktiviert. Im Anschluss wurden in drei Ansa¨tzen etwa 0,5 bis 1,5 µl der Askosprensuspension
(bei Bedarf auch mehr) in einen Tropfen mit 50 µl ddH2O pipettiert, der zuvor auf je einer Platte
Minimalmedium oder BDES (bei Bedarf mit Supplementen) vorgelegt wurde, und mit Glasper-
len ausplattiert. Die Platten wurden u¨ber Nacht bei RT (Minimalmedium) oder bei 30 ◦C (BDES)
inkubiert. Am na¨chsten Tag wurden unter dem Stereomikroskop einzelne gekeimte Askosporen
gesucht und unter aseptischen Bedingungen mit einer Impflanzette durch Ausschneiden eines
kleinen Agarblocks auf frische Ro¨hrchen mit Minimalmedium u¨berfu¨hrt und unter Standardbe-
dingungen kultiviert (Abschnitt 2.4.1).
2.4.5. Bildung heterokaryotischer Sta¨mme
Um heterokaryotische Sta¨mme herzustellen, die sowohl mit GFP als auch mit dsRED/CHERRY
fusionierte Proteine exprimieren, wurde die Eigenschaft von N. crassa ausgenutzt, miteinander
zu fusionieren. Hierfu¨r wurden gefilterte Sporensuspensionen der zu fusionierenden Sta¨mme
hergestellt (Abschnitt 2.4.1), in verschiedenen Verha¨ltnissen miteinander gemischt (1:3, 1:2,
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1:1, 2:1, 3:1) und als Inokulum fu¨r frische Schra¨gagarro¨hrchen verwendet, die unter Stan-
dardbedingungen kultiviert wurden. Die Sporen der resultierenden heterokaryotischen Sta¨mme
wurden mikroskopisch in Bezug auf ihre gru¨ne und rote Fluoreszenz untersucht und der Stamm
mit dem ausgewogensten Verha¨ltnis fu¨r Live Cell Imaging-Experimente verwendet.
2.4.6. Mikroskopische Untersuchungen
Die mikroskopischen Untersuchungen wurden standardma¨ßig mit einem Zeiss Axiophot-
2 durchgefu¨hrt. Es wurden Objektive mit einer 40- (1,30 Oil EC Plan-NEOFLUAR), einer
63- (1,40 Oil Plan-APOCHROMAT) oder einer 100-fachen Vergro¨ßerung (1,30 Oil Plan-
NEOFLUAR) verwendet. Hellfeld-Bilder wurden unter einer Differential-Interferenz-Kontrast-
Optik (DIC) angefertigt. Aufnahmen wurden mit einer pco.pixelfly Kamera erstellt, die u¨ber eine
modifizierte Version von 4D microscopy software ([Schnabel et al., 1997], angepasst durch Ralf
Schnabel und Christian Henning) angesteuert wurde.
Alternativ wurde ein Zeiss Axioplan 2 Imaging-Mikroskop verwendet, das sich besonders fu¨r
die Anfertigung von Bilderstapeln eignete. Es wurde ein Objektiv mit 100-facher Vergo¨ßerung
(1,30 Oil Pol Plan-NEOFLUAR) verwendet. Das Mikroskop war daru¨ber hinaus mit einer
pco.sensicam ausgestattet, die u¨ber die 4D microscopy software [Schnabel et al., 1997] an-
gesteuert wurde.
Fu¨r Live Cell Imaging-Experimente wurde auch ein Axio Observer Z1 verwendet und die Pro-
ben mit einem Objektiv mit einer 100-fachen Vergro¨ßerung (1,30 Oil Plan-NEOFLUAR) betrach-
tet. Das Mikroskop ist mit einer pco.edge gold-Kamera ausgestattet, die u¨ber eine angepasste
4D microscopy software ([Schnabel et al., 1997], angepasst durch Ralf Schnabel und Christian
Henning) angesteuert wurde.
Bilderstapel wurden mit Hilfe der Huygens Deconvolution Software von Scientific Volume Ima-
ging (SVI) deconvoliert. Die 3D-Rekonstruktionen wurden mit dem renderer von Huygens er-
stellt. Alle Fluoreszenzbilder wurden mit der Freeware ImageJ eingefa¨rbt. Die Abbildungen wur-
den mit dem ImageJ Plug-in ScientiFig erstellt und beschriftet [Aigouy and Mirouse, 2013].
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Fu¨r die Beobachtung von Pra¨paraten mit dem Stereomikroskop wurde das Modell Leica M60
verwendet, das mit einer DFC295-Kamera verbunden ist. Diese wurde u¨ber die Leica Applica-
tion Suite angesteuert, welche durch den Hersteller bereitgestellt wurde.
Sporen auf Fluoreszenz untersuchen
Um Sporen auf ihre Fluoreszenz zu untersuchen wurden die zu analysierenden Sta¨mme unter
Standarbedingungen angezogen (Abschnitt 2.4.1). Unter aseptischen Bedingungen wurden mit
einem Holzstab eine kleine Menge Sporen entnommen und in einem Tropfen ddH2O (ca. 15 µl)
suspendiert, der zuvor auf einen Objekttra¨ger pipettiert wurde. Die Sporen wurden mit einem
Objekttra¨ger bedeckt und die Intensita¨t des Fluoreszenzsignals mikroskopisch untersucht.
Keimlingsassay
Um interagierende Keimlinge zu beobachten wurden die zu untersuchenden Sta¨mme wie
beschrieben kultiviert, die Sporen geerntet und die entstandene Suspension gefiltert (Ab-
schnitt 2.4.1). Die filtrierte Sporensuspension wurde anhand ihrer Tru¨bung verdu¨nnt, bis sie
noch leicht orange gefa¨rbt war. Von der verdu¨nnten Sporensuspension wurden 300 µl mit einer
Pipette auf Platten mit einer du¨nnen Schicht (ca. 10 ml) Minimalmedium ausgestrichen. Die
Platten wurden kurz getrocknet und fu¨r etwa 2 bis 2,5 Stunden bei 30 ◦C inkubiert. Anschlie-
ßend wurde ein Agarblock mit einem Skalpell ausgeschnitten und je nach verwendetem Mi-
kroskop auf einen Objekttra¨ger oder umgedreht auf ein langes Deckglas gelegt, bei Bedarf mit
einem Deckgla¨schen bedeckt und mikroskopisch untersucht. Interagierenden Keimlinge wur-
den in der Regel mit einem 100x oder 63x Objektiv untersucht und in regelma¨ßigen Absta¨nden
oder nach Bedarf fotografiert.
Hyphenmikroskopie
Um reife, wachsende und fusionierende Hyphen zu untersuchen wurden Platten, die eine
du¨nne Schicht (ca. 10 ml) Minimalmedium enthielten, mit Sporen oder einer Sporensuspension
(Abschnitt 2.4.1) des zu untersuchenden Stammes inokuliert. Die Platten wurden u¨ber Nacht
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bei 30 ◦C inkubiert. Am na¨chsten Tag wurde mit einem Skalpell ein Agarblock ausgeschnitten,
der die Wachstumsfront der Hyphen entha¨lt, und mit einem Tropfen Wasser (ca. 15 µl) befeuch-
tet. Der Agarblock wurde auf ein Objektra¨ger oder umgedreht auf ein langes Deckglas gegeben
und mikroskopisch analysiert. Wachsende Hyphen befinden sich in der Peripherie des Myzels.
Diese Hyphen ließen sich mit dem Mikroskop ins Innere der Kolonie zuru¨ckverfolgen, wo gesun-
de reife Hyphen beobachtet wurden. Dazwischen befinden sich die kleineren Fusionshyphen,
die gerichtet aufeinander zuwachsen und fusionieren.
2.4.7. Quantifizierungen
Fu¨r alle Quantifizierungen wurden die untersuchten Sta¨mme unter Standardbedingungen kul-
tiviert, die Sporen geerntet und u¨ber Cheesecloth filtriert (Abschnitt 2.4.1). Um die Kon-
zentration in den erhaltenen Sporensuspensionen zu ermitteln wurden in Dreifachbestim-
mungen Verdu¨nnungen in ddH2O (1:100 oder 1:10) hergestellt und die Sporen mit einem
Ha¨mozytometer geza¨hlt. Anschließend wurde die Sporensuspension auf die gewu¨nschte Kon-
zentration (siehe unten) eingestellt und als Inokulum fu¨r die vorgenommenen Quantifizierungen
verwendet. Alle Quantifizierungen wurden 3 bis 6 mal unabha¨ngig voneinander wiederholt.
La¨ngenwachstum
Die Bestimmung des La¨ngenwachstums wurde in sogenannte Race Tubes vorgenommen.
Hierbei handelt es sich um etwa 40 cm lange Glasro¨hren mit einem Durchmesser von ca. 2 cm
und zwei offenen Enden. Der Boden der Race Tubes wurde mit Minimalmedium befu¨llt und
dieses Erstarren lassen. Anschließend wurden die Race Tubes an einer Seite mit 5 · 105 Ko-
nidien in einem Volumen von 10 µl inokuliert und fu¨r ca. 5 Tage bei RT und einem wechseln-
den Tag/Nacht-Rhythmus inkubiert. Die untersuchten Sta¨mme wachsen dabei in der Glasro¨hre
entlang, wobei die Wachstumsfront alle 24 Stunden auf dem Race Tube markiert wurde. Im
Anschluss wurden die Absta¨nde zwischen den Markierungen ausgemessen und die Wachs-
tumskurven mit den Paketen von Microsoft Office oder Open Office erstellt.
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Sporenbildung
Fu¨r eine Quantifizierung der Konidien wurden Kulturro¨hrchen mit 2 ml Minimalmedium mit einer
geraden Oberfla¨che vorbereitet (keine Schra¨gagarro¨hrchen) und mit jeweils 5 · 105 Sporen der
zu untersuchenden Sta¨mme in einem Volumen von 10 µl angeimpft. Die Ro¨hrchen wurden fu¨r
10 Tage bei 26 ◦C und einem wechselnden Hell/Dunkel-Zyklus inkubiert. Um die Sporen zu
ernten wurden 2 ml ddH2O in die Ro¨hrchen gegeben, diese 6 mal fu¨r 5 sec gevortext und
die entstandene Sporensuspension in ein frisches Reaktionsgefa¨ß u¨berfu¨hrt. Das Volumen der
u¨berfu¨hrten Sporensuspensionen wurde mit der Pipette bestimmt und die Sporen dreifach in
1:100 oder 1:10 Verdu¨nnungen mit dem Ha¨mozytometer geza¨hlt. Um die Konzentration der
Konidien/ml zu erhalten, wurde der geza¨hlte Wert zu dem gemessenen Volumen in Relation
gesetzt.
Bildung von Lufthyphen
Um die La¨nge gebildeter Lufthyphen zu bestimmen wurden Kulturro¨hrchen, die 2 ml flu¨ssiges
Minimalmedium enthielten, mit 5 · 105 Sporen der zu untersuchenden Sta¨mme in einem Volu-
men von 10 µl inokuliert. Die Kulturro¨hrchen wurden mit einem Wattestopfen verschlossen und
fu¨r 4 Tage bei 26 ◦C und einem wechselnden Hell/Dunkel-Zyklus inkubiert. Nach den ersten
24 Stunden Inkubationszeit wurde die Wachstumsfront der Lufthyphen markiert. Eine erneute
Markierung der Wachstumsfront wurde nach weiteren 72 Stunden Inkubationszeit vorgenom-
men. Der Abstand zwischen beiden Linien wurde ausgemessen und durch 3 geteilt, um die
durchschnittliche Wachstumsrate pro Tag zu ermitteln.
Keimlingsinteraktionen
Um die Keimlingsinteraktionen in den untersuchten Sta¨mmen zu quantifizieren, wurden
5 · 106 Konidien in einem Volumen von 400 µl mit Glasperlen auf einer Petrischale mit einer
du¨nnen Schicht Minimalmedium (ca. 10 ml) ausplattiert. Die Platten wurden 10 min getrocknet
und anschließend bei 30 ◦C inkubiert. Nach 4 und nach 6 Stunden Inkubationszeit wurden mit
dem Skalpell etwa 1 x 1 cm2 große Stu¨cke aus dem Agar geschnitten, auf einen Objekttra¨ger
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transferiert, mit einem Tropfen Wasser (ca. 10 µl) und einem Deckgla¨schen bedeckt und sofort
unter dem Mikroskop zufa¨llige Ausschnitte fotografiert. Spa¨ter wurden interagierende und nicht-
interagierende Keimlinge auf den Fotos mit Hilfe des ImageJ Plug-ins Cell Counter ausgeza¨hlt.
Als interagierend wurden dabei alle Keimlinge geza¨hlt, die ihr Wachstum deutlich in Richtung
eines anderen Keimlings angepasst haben, oder sich als Resultat einer Wachstumsa¨nderung
bereits beru¨hrten. Als nicht-interagierend wurden alle Keimlinge geza¨hlt, die ihre Wachstums-
richtung trotz der ra¨umlichen Na¨he zu anderen Keimlingen nicht an deren Richtung angepasst
haben oder sich zufa¨llig ohne eine Anpassung der Wachstumsrichtung beru¨hrten. Da Sporen
der mak-2-Deletionsmutante im Vergleich zum Wildtyp verzo¨gert keimen [Pandey et al., 2004],
wurden in allen Untersuchungen nur Keimlinge geza¨hlt, deren Keimschlauch mindestens 3 µm
lang war, und deren Abstand maximal 10 µm zu anderen Keimlingen betrug.
Statistische Auswertungen
Eine statistische Auswertung ausgewa¨hlter quantitativer Daten erfolgte mit Hilfe der Program-
miersprache R und der integrierten Entwicklungsumgebung und grafischen Benutzeroberfla¨che
RStudio. Um zu ermitteln, ob experimentell gewonnene Daten aus statistischer Sicht signifi-
kant voneinander abweichen, wurden die Daten paarweise mit dem Welch-T-Test (unabha¨ngige
Stichproben mit ungleicher Varianz) oder dem gepaarten T-Test (abha¨ngige Stichproben) ver-
glichen. Der erhaltene p-Wert gibt die Wahrscheinlichkeit an, dass die Nullhypothese (beide
Mittelwerte sind gleich) abgelehnt wird, obwohl sie richtig ist. Je kleiner der p-Wert ist, desto
wahrscheinlicher ist es also, dass die Mittelwerte der betrachteten Daten tatsa¨chlich voneinan-
der abweichen. Dabei werden die Wahrscheinlichkeiten allgemein als signifikant (* p ≤ 0,05),




3.1. Lokalisierung der MAK-2 MAP-Kinasen-Kaskade-
Komponenten in Keimlingen
Die ungewo¨hnliche subzellula¨re Dynamik von MAK-2 in interagierenden Keimlingen deutet
auf einen engen Zusammenhang zwischen der Lokalisation und der Funktion der Kinase hin
[Fleissner et al., 2009]. Als aktivierende Faktoren beeinflussen die vorangeschalteten Kinasen
MEK-2 und NRC-1 die Aktivita¨t und, damit zusammenha¨ngend, auch die Funktion von MAK-2.
Um weitere Hinweise auf die Funktion der Kinasen zu erhalten, sollten in dieser Arbeit alle drei
MAP-Kinasen in Keimlingen wa¨hrend der Keimlingsinteraktion und in reifen Hyphen lokalisiert
werden.
3.1.1. MAK-2-GFP zeigt eine oszillierende Dynamik in interagierenden
Keimlingen
In interagierenden Keimlingen wurde eine ungewo¨hnliche subzellula¨re Dynamik von MAK-2
beschrieben [Fleissner et al., 2009]. Fu¨r eine umfassende Untersuchung der subzellula¨ren Lo-
kalisation aller drei Kinasen der MAK-2 MAP-Kinasen-Kaskade wurden diese Ergebnisse im
Rahmen dieser Arbeit reproduziert.
In interagierenden Keimlingen des Stamme N1-47 (pccg-1-mak-2-gfp, ∆mak-2) wird MAK-2-
GFP oszillierend an der Spitze der Keimlinge beobachtet. Wa¨hrend MAK-2-GFP zu einem be-
stimmten Zeitpunkt an der Spitze des einen Keimlings akkumuliert, ist an der Spitze des Inter-
aktionspartners kein GFP-Signal zu sehen. Wenige Minuten spa¨ter ist die Situation umgekehrt:
MAK-2-GFP lokalisiert an der Spitze des Interaktionspartners, wa¨hrend das Fluoreszenzsignal
an der Spitze des ersten Keimlings verschwunden ist. Dieser als Switching bezeichnete Pro-
zess wiederholt sich mehrere Male, bis die Keimlinge sich beru¨hren und MAK-2-GFP an der
Beru¨hrungsstelle akkumuliert (Abbildung 3.1).
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Abbildung 3.1.: Subzellula¨re Dynamik von MAK-2-GFP in interagierenden Keimlingen
Switching und Akkumulation am Beru¨hrungspunkt von MAK-2-GFP in interagierenden Keimlinge des
Stammes N1-47 (pccg-1-mak-2-gfp, ∆mak-2).
In dem untersuchten Stamm wurde mak-2-gfp mit Hilfe des starken ccg-1-Promotors expri-
miert. Dieser entha¨lt daher eine hohe Konzentration des MAK-2-GFP-Fusionsproteins, was die
Visualisierung vereinfacht. Es wurde zuvor bereits gezeigt, dass die Lokalisierung von MAK-2-
GFP sich in Sta¨mmen, die das Fusionskonstrukt unter der Kontrolle des nativen Promotors ex-
primieren, sich nicht von der Lokalisierung des U¨berexpressionsstamms unterscheidet [Fleiss-
ner et al., 2009]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher auf eine Lokalisierung von MAK-2-GFP
aus einem nativen Expressionshintergrund verzichtet.
3.1.2. MEK-2-GFP lokalisiert in interagierenden Keimlingen mit einer a¨hnlichen
subzellula¨ren Dynamik wie MAK-2
Die ungewo¨hnliche subzellula¨re Dynamik von MAK-2 wa¨hrend der Keimlingsfusion fu¨hrte zu
der Frage, ob es einen Zusammenhang zwischen der Lokalisation und der Aktivita¨t der Kina-
se gibt. Da eine Aktivierung von MAK-2 abha¨ngig von der MAPKK MEK-2 und der MAPKKK
NRC-1 ist [Kothe and Free, 1998; Pandey et al., 2004; Goebel, 2012], wurden diese Faktoren
ebenfalls in interagierenden Keimlingen lokalisiert.
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Eine Lokalisierung von MEK-2 mit dem nativen Promotor war aufgrund der sehr geringen Fluo-
reszenz in Keimlingen nicht mo¨glich (siehe Abschnitt 3.1.3). Fu¨r die Lokalisierung von MEK-2
wurde daher das Plasmid p53 (ptef-1-mek-2-gfp) hergestellt, das mek-2-gfp unter der Kontrolle
des starken tef-1-Promotors entha¨lt. Das Plasmid wurde in den Stamm N1-03 (his-3-, matA)
transformiert. Sporen von 20 erhaltenen Transformanten wurden auf ihre Fluoreszenz unter-
sucht und die Sta¨mme MT-37-326 und MT-37-327 (ptef-1-mek-2-gfp, matA) mit dem sta¨rksten
Fluoreszenzsignal fu¨r weitere Analysen behalten. Der Stamm MT-37-327 (ptef-1-mek-2-gfp,
matA) wurde anschließend mit dem Stamm N1-04 (his-3-, mata) gekreuzt, um homokaryo-
tische Sta¨mme zu erhalten. Die Sporen der 30 untersuchten Nachkommen wurden auf ihre
Fluoreszenz analysiert, und die Sta¨mme mit dem besten Fluoreszenzsignal fu¨r weitere Unter-
suchungen aufbewahrt. Der so entstandene Stamm MT-37-408 (ptef-1-mek-2-gfp, matA) wur-
de fu¨r die Fluoreszenzanalysen von MEK-2-GFP in interagierenden Keimlingen verwendet.
Mikroskopische Untersuchungen interagierender Keimlinge des Stammes MT-37-408 (ptef-1-
mek-2-gfp, matA) zeigten, dass MEK-2-GFP in interagierenden Keimlingen eine a¨hnliche sub-
zellula¨re Dynamik wie MAK-2 aufweist. Wa¨hrend MEK-2-GFP an der Spitze des einen Keim-
lings lokalisiert, ist an der Spitze des Interaktionspartners kein GFP-Signal zu erkennen. Diese
Lokalisation kehrt sich nach einigen Minuten um. Nun akkumuliert MEK-2-GFP an der Spitze
des Interaktionspartners, wa¨hrend an der Spitze des ersten Keimlings kein Signal zu sehen
ist. Dieses Switching wiederholt sich mehrere Male, bis die beiden Interaktionspartner sich
beru¨hren, und MEK-2-GFP an der Beru¨hrungsstelle akkumuliert (Abbildung 3.2).
3.1.3. NRC-1-GFP akkumuliert am Beru¨hrungspunkt interagierender Keimlinge
Aufgrund des geringen Fluoreszenzsignals von NRC-1-GFP in Keimlingen, die das nrc-1-gfp-
Fusionskonstrukt unter der Kontrolle des nativen Promotors exprimieren, konnten die Loka-
lisierungsstudien in diesen Sta¨mmen nicht durchgefu¨hrt werden (siehe Abschnitt 3.1.2). Die
Lokalisierung von NRC-1-GFP fand daher mit Hilfe von Sta¨mmen statt, in denen nrc-1-gfp
unter der Kontrolle des sta¨rkeren tef-1-Promotors exprimiert wird. Hierzu wurden die Plasmi-
de UB309 und UB310 (ptef-1-nrc-1-gfp) in den Stamm N1-03 (his-3-, matA) transformiert. Da
das Fluoreszenzsignal in den Sporen der Transformanten zu gering war, um eine Selektion zu
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Abbildung 3.2.: Subzellula¨re Lokalisierung von MEK-2-GFP in interagierenden Keimlingen
In interagierenden Keimlingen des Stammes MT-37-408 (ptef-1-mek-2-gfp) zeigt MEK-2-GFP eine
a¨hnliche subzellula¨re Dynamik wie MAK-2 und akkumuliert an der Beru¨hrungsstelle.
ermo¨glichen, wurde die Fluoreszenz in reifen Hyphen von 20 Transformanten untersucht. Die
beiden Sta¨mme PPS-07-402 und PPS-07-403 (ptef-1-nrc-1-gfp, matA) zeigten dabei deutliche
Fluoreszenzsignale und wurden fu¨r weitere mikroskopische Analysen verwendet. Der Stamm
PPS-07-402 wurde außerdem u¨ber eine Einzelsporisolierung aufgereinigt und der so erhaltene
Stamm PPS-07-437, der die beste Fluoreszenz aufwies, ebenfalls mikroskopisch analysiert.
Aufgrund der geringen Fluoreszenz in Keimlingen konnte die Lokalisierung von NRC-1-GFP
nicht eindeutig gekla¨rt werden. Neben Keimlingen, in denen kein Fluoreszenzsignal an der
Spitze der Interaktionspartner lokalisiert wurde, konnten auch Keimlinge beobachtet werden, in
denen eine oszillierende Akkumulation von NRC-1-GFP an der Spitze von nur einem Interak-
tionspartner zu sehen war (Abbildung 3.3A). In einigen Fa¨llen konnte auch ein Switching von
einem zum anderen Keimling beobachtet werden, allerdings nie u¨ber einen la¨ngeren Zeitraum
(Abbildung 3.3B). Nachdem die Keimlinge in physischen Kontakt treten, lokalisiert NRC-1-GFP
deutlich am Beru¨hrungspunkt (Abbildung 3.3C). Insgesamt deuten diese Ergebnisse auf eine
a¨hnliche subzellula¨re Dynamik von NRC-1, MEK-2 und MAK-2 wa¨hrend der Keimlingsfusion
hin.
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Abbildung 3.3.: Subzellula¨re Lokalisierung von NRC-1-GFP in interagierenden Keimlingen
A) In interagierenden Keimlingen des Stammes PPS-07-403 (ptef-1-nrc-1-gfp) ist eine dynamische Lo-
kalisation von NRC-1-GFP an der Spitze des rechten Keimlings zu sehen. Wa¨hrend das NRC-1-GFP-
Signal zum Zeitpunkt null dort akkumuliert, ist es nach 5 Minuten verschwunden und lokalisiert nach
elf Minuten erneut an der Spitze des rechten Keimlings. Nach der Herstellung eines physischen Kon-
takts zwischen den Interaktionspartnern konzentriert NRC-1-GFP sich an der Beru¨hrungsstelle. B) In
interagierenden Keimlingen des Stammes PPS-07-437 (ptef-1-nrc-1-gfp) ist eine dynamische Lokalisie-
rung von NRC-1 an der Spitze beider interagierender Keimlinge zu sehen. Wa¨hrend NRC-1-GFP zum
Zeitpunkt null an der Spitze des linken Keimlings akkumuliert, lokalisiert es sechs Minuten spa¨ter an der
Spitze des rechten Keimlings. C) In Keimlingen des Stammes PPS-07-437 (ptef-1-nrc-1-gfp) akkumuliert
NRC-1-GFP an der Beru¨hrungsstelle der Keimlinge.
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3.1.4. Co-Lokalisierungen von Komponenten der MAK-2 MAP-Kinasen-Kaskade
Mikroskopische Untersuchungen der Komponenten der MAP-Kinasen-Kaskade deuten auf ei-
ne a¨hnliche subzellula¨re Dynamik der drei Kinasen in interagierenden Keimlingen hin. Um zu
testen, ob die Kinasen zeitgleich an die Membran der Keimlinge rekrutiert und ins Cytoplasma
entlassen werden, wurden Co-Lokalisierungsstudien mit GFP- und CHERRY-Fusionsproteinen
durchgefu¨hrt. Um beide Konstrukte in einem Keimling untersuchen zu ko¨nnen, wurden Hetero-
karyen aus auxotrophen Sta¨mmen hergestellt.
MAK-2 und MEK-2 co-lokalisieren in Komplexen an der Spitze interagierender
Keimlinge und am zuku¨nftigen Fusionspunkt
Fu¨r die Co-Lokalisierungsexperimente mit MAK-2 und MEK-2 wurden auxotrophe Sta¨mme her-
gestellt, die MAK-2-GFP, MAK-2-CHERRY, MEK-2-GFP oder MEK-2-CHERRY enthalten. Fu¨r
die Expression von MAK-2-GFP-Fusionsprotein wurde das Plasmid pMH5.1 (pccg-1-mak-2-
gfp) in den Stamm 435 (his-3-, trp-1-) transformiert. Es wurden Sporen von 10 Transformanten
auf ihre Fluoreszenz untersucht. Die Sta¨mme PPS-14-456 und PPS-14-458 (pccg-1-mak-2-
gfp, trp-) wiesen das sta¨rkste Fluoreszenzsignal auf und wurden fu¨r weitere Analysen verwen-
det. Fu¨r eine Co-Lokalisierung mit MEK-2-CHERRY wurde das Plasmid p43 (pccg-1-mek-2-
cherry ) hergestellt und in den den auxotrophen Stamm 436 (his-3-, nic-3-) transformiert. Spo-
ren von 13 erhaltenen Transformanten wurden auf ihre Fluoreszenz untersucht und der Stamm
PPS-09-443 (pccg-1-mek-2-cherry, nic-3-) mit dem sta¨rksten Fluoreszenzsignal fu¨r weitere
Analysen verwendet.
Um auxotrophe Sta¨mme zu erhalten, die MEK-2-GFP enthalten, wurde das Plasmid p36
(pccg-1-mek-2-gfp) hergestellt und in den auxotrophen Stamm 435 (his-3-, trp-1-) transformiert.
Es wurden Sporen von 17 Transformanten auf ihre Fluoreszenz untersucht und die Sta¨mme
PPS-13-454 und PPS-13-455 (mek-2-gfp, trp-1-), die das sta¨rkste Fluoreszenzsignal aufwie-
sen, fu¨r die mikroskopischen Analysen verwendet. Fu¨r die Co-Lokalisierungen mit MAK-2-
CHERRY wurde das Plasmid p72 (ptef-1-mak-2-cherry) hergestellt und in den Stamm 436
(his-3-, nic-3-) transformiert. Die Sporen von 11 Transformanten wurden auf ihre Fluoreszenz
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untersucht und die Sta¨mme PPS-10-445 und PPS-10-446 (ptef-1-mak-2-cherry, nic-3-), die
sehr gute Fluoreszenzsignale aufwiesen, fu¨r Co-Lokalisierungsexperimente verwendet.
Fu¨r die Co-Lokalisierungsexperimente mit MAK-2 und MEK-2 wurden Heterokaryen zwischen
den Sta¨mmen PPS-14-456 (pccg-1-mak-2-gfp, trp-1-) und PPS-09-443 (pccg-1-mek-2-cherry,
nic-3-), sowie PPS-14-458 (pccg-1-mak-2-gfp, trp-1-) und PPS-09-443 (pccg-1-mek-2-cherry,
nic-3-) hergestellt, die MAK-2-GFP und MEK-2-CHERRY enthalten. Um Sta¨mme zu erhal-
ten , die MEK-2-GFP und MAK-2-CHERRRY enthalten, wurden Heterokaryen zwischen den
Sta¨mmen PPS-13-454 (mek-2-gfp, trp-1-) und PPS-10-445 (ptef-1-mak-2-cherry, nic-3-), sowie
PPS-13-455 (mek-2-gfp, trp-1-) und PPS-10-445 (ptef-1-mak-2-cherry, nic-3-) hergestellt.
Mikroskopische Analysen der Heterokaryen zeigten, dass MAK-2 und MEK-2 wa¨hrend der
Keimlingsinteraktion gleichzeitig oszillierend an die Membran rekrutiert und von der Mem-
bran entlassen werden (Abbildung 3.4A). Dabei lokalisieren beide Proteine gemeinsam in
Komplexen an der Plasmamembran (Abbildung 3.4B). Gelegentlich wurden außerdem ein-
zelne Punkte an der Plasmamembran gefunden, die MEK-2, aber kein MAK-2 enthalten
(Abbildung 3.4C). Nach der Herstellung physischen Kontakts zwischen den Fusionspartnern
co-lokalisieren MAK-2 und MEK-2 am zuku¨nftigen Fusionspunkt (Abbildung 3.4A und Abbil-
dung 3.5). Im Verlauf der Fusion der Keimlinge akkumulieren MAK-2 und MEK-2 um die sich
o¨ffnende Fusionspore und verschwinden nach der erfolgten Fusion (Abbildung 3.5).
MAK-2 und NRC-1 co-lokalisieren am zuku¨nftigen Fusionspunkt
Um MAK-2 und NRC-1 zu co-lokalisieren, wurden Heterokaryen mit Hilfe auxotropher Sta¨mme
hergestellt. Um den auxotrophen Stamm herzustellen, der NRC-1-GFP entha¨lt, wurde das
Plasmid UB310 (ptef-1-nrc-1-gfp) in den Stamm 435 (his-3-, trp-1-) transformiert. Aufgrund
der geringen Fluoreszenz der NRC-1-GFP-Fusionsproteine in Sporen wurde die Fluoreszenz
in reifen Hyphen von 8 Transformanten untersucht. Der Stamm PPS-15-460 (nrc-1-gfp, trp-1-),
der die beste Fluoreszenz aufwies, wurde anschließend u¨ber eine Einzelsporisolierung aufge-
reinigt und so der Stamm PPS-15-464 (nrc-1-gfp, trp-1-) generiert.
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Abbildung 3.4.: Co-Lokalisierung von MAK-2- und MEK-2-Fluoreszenzproteinen
A) In interagierenden Keimlingen lokalisieren MAK-2-GFP und MEK-2-CHERRY gemeinsam oszillierend
an den Spitzen interagierender Keimlinge und akkumulieren am spa¨teren Fusionspunkt. Maßstab: 5µm.
B) Wa¨hrend des Switching lokalisieren MAK-2-GFP und MEK-2-CHERRY gemeinsam in Komplexen an
der Spitze eines interagierenden Keimlings. Maßstab: 2µm. C) Gelegentlich lokalisiert MEK-2(-GFP) in
Komplexen, die kein MAK-2(-CHERRY) enthalten. Maßstab: 2µm.
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Abbildung 3.5.: Co-Lokalisierung von MAK-2 und MEK-2 am Fusionspunkt
MAK-2-CHERRY und MEK-2-GFP co-lokalisieren am Beru¨hrungspunkt interagierender Keimlinge und




Fu¨r die Co-Lokalisierungen wurden Heterokaryen zwischen den Sta¨mmen PPS-15-464 (nrc-1-
gfp, trp-1-) und PPS-10-446 (mak-2-cherry, nic-3-, Herstellung siehe Abschnitt 3.1.4) herge-
stellt. Aufgrund der geringen Fluoreszenz von NRC-1-GFP konnten MAK-2 und NRC-1 in in-
teragierenden Keimlingen nicht gemeinsam lokalisiert werden. Eine deutliche Co-Lokalisierung
von MAK-2 und NRC-1 wurde erst nach Beru¨hrung beider Keimlinge beobachtet, wenn beide
Kinasen an der zuku¨nftigen Fusionsstelle akkumulieren (Abbildung 3.6).
Abbildung 3.6.: Co-Lokalisierung von MAK-2-CHERRY und NRC-1-GFP am Beru¨hrungspunkt.
Maßstab: 2µm.
3.2. Lokalisierung der MAK-2 MAP-Kinasen-Kaskade-
Komponenten in reifen Hyphen
Die Lokalisierungsversuche der drei Kinasen der MAK-2 MAP-Kinasen-Kaskade in Keimlingen
zeigen eine sehr spezifische und hoch koordinierte subzellula¨re Lokalisation aller drei Kinasen,
was auf einen engen Zusammenhang zwischen der Lokalisation und der Funktion der Kinasen
hindeutet. Um ein mo¨glichst umfassendes Bild von der Lokalisierung der Kinasen zu erhalten,
wurden im weiteren Verlauf der Arbeit Lokalisierungsstudien in reifen Hyphen durchgefu¨hrt.
Da in Keimlingen der fu¨r die Expressionskonstrukte verwendete Promotor eine entscheiden-
de Rolle fu¨r die Lokalisierung der Fusionsproteine spielt, wurden die Kinasen jeweils mit Hilfe
unterschiedlicher Promotoren exprimiert und die entsprechenden Fusionsproteine auf ihre Lo-
kalisierung untersucht.
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3.2.1. MAK-2 akkumuliert in reifen Hyphen cytoplasmatisch, an den
Septenporen und in den Zellkernen
Die Lokalisierungsexperimente mit MAK-2-GFP bzw. MAK-2-CHERRY wurden in den
Sta¨mmen MT-33-296 (pmak-2-mak-2-cherry ), N1-40 (pccg-1-mak-2-gfp) und MT-34-325
(ptef-1-mak-2-cherry) durchgefu¨hrt, in denen die mak-2-Fusionskonstrukte mit Hilfe des na-
tiven oder des ccg-1- bzw. tef-1-Promotors exprimiert werden. Um den Stamm MT-33-296
(pmak-2-mak-2-cherry) zu erhalten, wurde zuna¨chst das Plasmid p62 (pmak-2-mak-2-cherry )
hergestellt, das mak-2-cherry hinter dem nativen Promotor entha¨lt. Das Plasmid wurde in den
Stamm N1-03 (his-3-, matA) transformiert und Sporen von 7 erhaltenen Transformanten auf
ihre Fluoreszenz untersucht. Der Stamm MT-33-296 (pmak-2-mak-2-cherry) wies das sta¨rkste
Fluoreszenzsignal auf und wurde daher fu¨r die weiteren Analysen verwendet. Fu¨r die Herstel-
lung des Stammes MT-34-325 (ptef-1-mak-2-cherry) wurde das Plasmid p73 (ptef-1-mak-2-
cherry ) hergestellt und in den Stamm N1-03 (his-3-, matA) transformiert. Es wurden Sporen von
10 der erhaltenen Transformanten auf ihre Fluoreszenz untersucht und der Stamm MT-34-325
(ptef-1-mak-2-cherry) mit dem sta¨rksten Fluoreszenzsignal fu¨r weitere Analysen verwendet.
Der Stamm MT-33-296 (pmak-2-mak-2-cherry ), in dem mak-2-cherry unter Kontrolle des na-
tiven Promotors exprimiert wird, zeigt generell eine schwa¨chere Fluoreszenz als die Sta¨mme
N1-40 (pccg-1-mak-2-gfp) und MT-34-325 (ptef-1-mak-2-cherry), in denen mak-2-cherrry un-
ter der Kontrolle des ccg-1- beziehungsweise tef-1-Promotors exprimiert wird. In allen drei
Sta¨mmen lokalisiert MAK-2 cytoplasmatisch und ist nicht aus den Zellkernen ausgeschlos-
sen (Abbildung 3.7). In den Sta¨mmen N1-40 (pccg-1-mak-2-gfp) und MT-34-325 (ptef-1-
mak-2-cherry ) ist außerdem ein Akkumulation von MAK-2 um die Septenpore zu sehen
(Abbildung 3.7C und D). Diese Lokalisierung ist auch in dem Stamm MT-33-296 (pmak-2-
mak-2-cherry ) zu sehen, allerdings finden sich hier gelegentlich auch Septen, an denen kein
versta¨rktes Fluoreszenzsignal detektierbar ist ( 3.7A und B).
Interessanterweise weist der Stamm MT-34-325 (ptef-1-mak-2-cherry) eine Besonderheit im
Vergleich zu den anderen untersuchten Sta¨mmen auf: es wurde eine starke Akkumulation
von MAK-2-CHERRY in den Zellkernen gefunden (Abbildung 3.7D, gelbe Pfeile). Diese Loka-
lisierung wurde weder in dem U¨berexpressionsstamm N1-40 (pccg-1-mak-2-gfp) noch in dem
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Abbildung 3.7.: MAK-2 lokalisiert in reifen Hyphen cytoplasmatisch
A+B) In dem Stamm MT-33-296 (pmak-2-mak-2-cherry )lokalisiert MAK-2-CHERRRY unregelma¨ßig
an den Septen (weiße Pfeile). C) In dem Stamm N1-40 (pccg-1-mak-2-chery ) akkumuliert MAK-2-
GFP an den Septenporen reifer Hyphen (weiße Pfeile). D) In dem Stamm MT-34-325 (ptef-1-mak-2-
cherry )lokalisiert MAK-2-CHERRY an den Septenporen reifer Hyphen (weiße Pfeile) und akkumuliert in
den Zellkernen (gelbe Pfeile). Maßstab: 10µm.
Stamm MT-33-296 (pmak-2-mak-2-cherry), in dem mak-2-gfp unter der Kontrolle des nativen
Promotors exprimiert wird, beobachtet (Abbildung 3.7A-C).
Die Sta¨mme N1-40 (pccg-1-mak-2-gfp) und MT-34-325 (ptef-1-mak-2-cherry) weisen außer-
dem eine Akkumulation von MAK-2 an der Spitze wachsender Hyphen auf (Abbildung 3.8B
und C). Diese Lokalisierung konnte in den Stamm MT-33-296 (pmak-2-mak-2-cherry ), in dem
MAK-2-GFP unter der Kontrolle des nativen Promotors exprimiert wird, nicht beobachtet wer-
den (Abbildung 3.8A).
3.2.2. MEK-2 akkumuliert in reifen Hyphen um die Septenporen
Um MEK-2 in reifen Hyphen zu lokalisieren, wurden Sta¨mme mikroskopisch untersucht, die
mek-2-Fluoreszenzkonstrukte unter der Kontrolle des nativen bzw. des starken tef-1-Promotors
exprimieren. Fu¨r die Lokalisierungsanalysen mit MEK-2-GFP, das anna¨hernd in physiologi-
schen Mengen in der Zelle vorliegt, wurde der Stamm MT-36-300 hergestellt, in dem mek-2-
gfp unter der Kontrolle des nativen Promotors exprimiert wird. Hierzu wurde das Plasmid p39
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Abbildung 3.8.: Promotorabha¨ngige Lokalisierung von MAK-2 an
der Spitze wachsender Hyphen
A) Der Stamm MT-33-296 (pmak-2-mak-2-cherry ) weist keine Akku-
mulation von MAK-2-CHERRY an der Spitze wachsender Hyphen auf.
Maßstab: 5µm B+C) In den Sta¨mmen N1-40 (pccg-1-mak-2-gfp) und
MT-34-325 (ptef-1-mak-2-cherry ) lokalisiert MAK-2-GFP bzw. MAK-2-
CHERRY an der Spitze reifer wachsender Hyphen. Maßstab: 5µm.
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(pmek-2-mek-2-gfp) in den Stamm N1-03 (his-3-, matA) transformiert. Sporen von 8 erhaltenen
Transformanten wurden auf ihre Fluoreszenz untersucht und der Stamm MT-36-300 (pmek-2-
mek-2-gfp), in dem ein eindeutiges Fluoreszenzsignal beobachtet wurde, fu¨r die weiteren Ana-
lysen verwendet.
Mikroskopische Analysen des Stammes MT-36-300 (pmek-2-mek-2-gfp) zeigten nur eine sehr
geringe cytoplasmatische Fluoreszenz (Abbildung 3.10A). Analysen des Stammes MT-37-326
(ptef-1-mek-2-gfp, Herstellung siehe 3.1.2), in denen mek-2-gfp unter der Kontrolle des starken
tef-1-Promotors exprimiert wird, zeigen dagegen ein klares cytoplasmatische MEK-2-Signal.
Dabei ist zu beobachten, dass MEK-2-GFP im Gegensatz zu MAK-2 aus schwarzen Punkten
im Cytoplasma ausgeschlossen ist, wobei vermutet wurde, dass es sich hierbei um die Zell-
kerne handelt (Abbildung 3.10C, Pfeile). Um diese Hypothese zu u¨berpru¨fen, wurden Hetero-
karyen der Sta¨mme MT-37-326 (ptef-1-mek-2-gfp) und GN8-41 (pccg-1-h1-dsRed) hergestellt
und MEK-2-GFP mit dem im Zellkern lokalisierenden Fusionsprotein H1-DsRED co-lokalisiert.
Dabei wurde in Hyphen und Keimlingen gezeigt, dass H1-dsRED mit den schwarzen Punkten
u¨berlagert und nicht mit MEK-2-GFP co-lokalisiert (Abbildung 3.9A und B). Diese Beobachtung
besta¨tigt, dass MEK-2-GFP in beiden Entwicklungsstadien aus den Zellkernen ausgeschlos-
sen bleibt. In den Sta¨mmen MT-36-300 (pmek-2-mek-2-gfp) und MT-37-326 (ptef-1-mek-2-gfp)
wurde außerdem eine deutliche Akkumulation von MEK-2-GFP um die Septenpore herum be-
obachtet. Dabei zeigt sich in der Draufsicht oft ein kleines Loch in der Mitte des Septums
(Abbildung 3.10A und B). Es wurde vermutet, dass es sich hierbei um die Pore handelt, die
frei von MEK-2-GFP bleibt. Um diese Vermutung genauer zu untersuchen wurden anhand von
Schichtaufnahmen 3-D-Rekonstruktionen hergestellt. Diese zeigen deutlich, dass MEK-2-GFP
in einem Ring um die Septenpore herum akkumuliert (Abbildung 3.10B und D).
Eine Akkumulation von MEK-2-GFP an wachsenden Spitzen reifer Hyphen konnte, im Gegen-
satz zu MAK-2, nicht beobachtet werden. Weder der Stamm MT-36-300 (pmek-2-mek-2-gfp)
noch der U¨berexpressionsstamm MT-37-326 (ptef-1-mek-2-gfp) zeigten ein Fluoreszenzsignal
an den Spitzen wachsender Hyphen (Abbildung 3.11).
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Abbildung 3.9.: Co-Lokalisierung von MEK-2-GFP und H1-dsRED
Die Co-Lokalisierungen von MEK-2-GFP und H1-dsRED zeigen, dass die beiden Fluoreszenzsignale
in Hyphen (A) und Keimlingen (B) getrennt bleiben und nicht miteinander u¨berlappen (weiße Pfeile).
Maßstab: 5µm.
Abbildung 3.10.: MEK2-GFP akkumuliert an den Septenporen reifer Hyphen
A) In dem Stamm MT-36-300 (pmek-2-mek-2-gfp) akkumuliert MEK-2-GFP deutlich an den Sep-
tenporen, wa¨hrend das cytoplasmatische Signal extrem schwach ist. Maßstab: 10µm. B) Eine
3-D-Rekonstruktion zeigt deutlich die Ringstruktur der Pore, um die MEK-2-GFP akkumuliert. Maß-
stab: 10µm. C) Der Stamm MT-37-326 (ptef-1-mek-2-gfp) exprimiert mek-2-gfp mit Hilfe des starken
tef-1-Promotors, was zu einer U¨berexpression des Fusionsproteins fu¨hrt. Es ist ein starkes cytoplasma-
tisches Fluoreszenzsignal zu sehen, wobei MEK-2-GFP aus den Zellkernen ausgeschlossen ist (Pfeile).
Deutlich akkumuliert MEK-2-GFP an den Septenporen, was anhand der 3-D-Rekonstruktion (D) veran-
schaulicht wird. Maßstab: 10µm.
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Abbildung 3.11.: MEK2-GFP akkumuliert nicht an den Spitzen
wachsender Hyphen
In wachsenden Hyphen der Sta¨mme A) MT-36-300 (pmek-2-mek-2-gfp)
und B) MT-37-326 (ptef-1-mek-2-gfp) akkumuliert MEK-2-GFP nicht an
Spitzen wachsender Hyphen. Maßstab: 10µm.
3.2.3. NRC-1 akkumuliert in reifen Hyphen um die Septenporen
Fu¨r die Lokalisierung von NRC-1-GFP wurden die Sta¨mme PPS-06-417 und 314 hergestellt,
die nrc-1-gfp unter der Kontrolle des nativen bzw. des starken ccg-1-Promotors exprimieren.
Hierzu wurden die Plasmide UB104 (pnrc-1-nrc-1-gfp) und UB82 (pccg-1-nrc-1-gfp) in den
Stamm N2-42 (∆nrc-1, his-3-) transformiert. Die erhaltenen Transformanten komplementier-
ten den makroskopischen Pha¨notyp der Deletionsmutante. Hyphen von 10 bzw. 8 erhaltenen
Transformanten wurden auf ihre Fluoreszenz untersucht und der Stamm PPS-06-417 (pnrc-1-
nrc-1-gfp) bzw. 314 (pccg-1-nrc-1-gfp) mit dem deutlichsten Fluoreszenzsignal fu¨r weitere Stu-
dien verwendet.
Mikroskopische Untersuchungen zeigten eine vergleichbare Lokalisierung von NRC-1-GFP in
den Sta¨mmen PPS-06-417 (pnrc-1-nrc-1-gfp) und 314 (pccg-1-nrc-1-gfp), in denen nrc-1-gfp
unter der Kontrolle des nativen beziehungsweise des ccg-1-Promotors exprimiert werden. Be-
sonders in dem Stamm PPS-06-417 (pnrc-1-nrc-1-gfp) ist kaum ein cytoplasmatisches Fluo-
reszenzsignal zu erkennen (Abbildung 3.12A). Eine Lokalisierung von NRC-1-GFP an wach-
senden Spitzen reifer Hyphen war daher in diesem Stamm nicht mo¨glich. In den Sta¨mmen
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PPS-06-417 (pnrc-1-nrc-1-gfp) und 314 (pccg-1-nrc-1-gfp) akkumuliert NRC-1-GFP deutlich
um die Septenpore (Abbildung 3.12A und B). Eine Lokalisierung an den Spitzen wachsender
Hyphen konnte auch in dem Stamm PPS-06-417 (pnrc1-nrc1-gfp) nicht beobachtet werden
(Abbildung 3.12C).
Abbildung 3.12.: NRC1-GFP akkumuliert an den Septenporen reifer Hyphen
A) In dem Stamm PPS-06-417 (pnrc1-nrc1-gfp) akkumuliert NRC-1-GFP an der Septenpore und ist
im Cytoplasma kaum detektierbar. B) In dem Stamm 314 (pccg1-nrc1-gfp) akkumuliert NRC1-GFP an
den Septenporen und ist in geringen Mengen auch im Cytoplasma detektierbar. C) An den Spitzen
wachsender Hyphen wurde keine versta¨rkte Lokalisierung von NRC1 beobachtet.
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3.3. Artifizielle Missrekrutierung von Komponenten der
MAP-Kinasen-Kaskade
In interagierenden Keimlingen weist die MAP-Kinase MAK-2 eine ra¨umlich und zeitlich hoch
koordinierte subzellula¨re Dynamik auf, die in beiden Keimlingen exakt aufeinander abgestimmt
wird [Fleissner et al., 2009]. Diese hohe Koordination deutet auf einen engen Zusammen-
hang zwischen der subzellula¨ren Lokalisierung und der Funktion der Kinase hin. Um diesen
Zusammenhang genauer zu untersuchen, wurde die subzellula¨re Dynamik von MAK-2 durch
das anha¨ngen einer Farnesylierungssequenz an den C-Terminus vollsta¨ndig unterbrochen [Le-
manski, 2010]. Diese Farnesylierungs- oder auch CAAX-Sequenz fu¨hrt zu einer permanenten
Membranlokalisation und verhindert die fu¨r die dynamische Lokalisation von MAK-2 notwen-
dige Entlassung ins Cytoplasma. Die CAAX-Sequenz wird in der Zelle prozessiert, indem ein
Isoprenoid (Farnesylrest) u¨ber eine Thioesterverbindung kovalent mit dem Cystein verbunden
wird. Daraufhin durchgeht die Sequenz weitere Prozessierungen, die schließlich zur Membr-
anlokalisierung fu¨hren (ausfu¨hrlich beschrieben in [Wright and Philips, 2006]). Der Farnesyl-
rest dient dabei als lipophiler Anker und vermittelt eine permanente Assoziation der Kinase
mit Membranen. Die vera¨nderte Kinase MAK-2-GFP-CAAX wird durch den Farnesylanker an
Membranen rekrutiert und kann sich nicht mehr frei in der Zelle bewegen. Das GFP dient hier-
bei der Visualisierung in der Zelle und somit der Kontrolle. Untersuchungen von Sta¨mmen,
die mak-2-gfp-caax exprimieren deuten darauf hin, dass die subzellula¨re Dynamik von MAK-2
wa¨hrend der Keimlingsinteraktion essentiell fu¨r die Funktion der Kinase ist. Die Analysen wur-
den jedoch durch geringe Fluoreszenzsignale von MAK-2-GFP-CAAX an der Plasmamembran
erschwert. Die starke Anha¨ufung von MAK-2-GFP-CAAX in den Vakuolen untersuchter Keim-
linge deutet auf einen schnellen Abbau von MAK-2-GFP-CAAX hin [Lemanski, 2010]. Es sollte
daher in dieser Arbeit nach einer Mo¨glichkeit gesucht werden, die Visualisierbarkeit von MAK-2-
GFP-CAAX in Keimlingen zu verbessern.
Es ist allgemein bekannt und wurde auch in dieser Studie bereits gezeigt, dass der fu¨r die
Expression von Fluoreszenzkonstrukten eingesetzte Promotor einen gravierenden Einfluss auf
die Intensita¨t resultierender Fluoreszenzsignale ausu¨bt (siehe Abschnitt 3.1 und 3.2). Durch die
Auswahl eines geeigneten Promotors sollte daher in dieser Arbeit die Expression von ku¨nstlich
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farnesylierten Proteinen verbessert werden. In den resultierenden Sta¨mmen sollte anschlie-
ßend der Einfluss der Membranbeschra¨nkung von MAK-2-GFP-CAAX auf die Funktion und
Aktivita¨t der Kinase untersucht werden.
3.3.1. Der tef-1-Promotor ist ein geeigneter Promotor fu¨r die Visualisierung von
MAK-2-GFP-CAAX-Fusionsproteinen in Keimlingen
Um ein verbessertes Fluoreszenzsignal von CAAX-modifizierten Proteinen in Keimlingen zu
erhalten, wurde das mak-2-gfp-caax-Fusionskonstrukt mit der Hilfe von vier unterschiedlichen
Promotoren exprimiert. Die verwendeten Promotoren waren der native mak-2-Promotor, der in
N. crassa ha¨ufig fu¨r Fluoreszenzstudien verwendeten Promotor ccg-1 (clock-controlled gene 1)
[Loros et al., 1989; McNally and Free, 1988; Freitag et al., 2004], und die beiden Promotoren
tef-1 (translation elongation factor 1α) aus N. crassa [Ichi-ishi and Inoue, 1995; Berepiki et al.,
2010] und gpd-1 (glyceralgehyde-3-phosphate dehydrogenase) aus Aspergillus nidulans [Punt
et al., 1988; Dementhon et al., 2006]. Es wurden entsprechende Plasmide hergestellt, die die
jeweilige Promotorsequenz gefolgt von dem mak-2-gfp-caax-Fusionskonstrukt enthalten, und
in N. crassa transformiert. Die erhaltenen Expressionssta¨mme wurden fluoreszenzmikrosko-
pisch analysiert, wobei ein besonderer Fokus auf die Fluoreszenzsignale in Keimlingen gelegt
wurde.
Um das mak-2-gfp-caax-Konstrukt mit Hilfe des nativen mak-2-Promotors zu exprimieren wur-
de das Plasmid p22 (pmak-2-mak-2-gfp-caax) hergestellt und in den N. crassa-Stamm N1-03
(matA, his-3-) transformiert. Es wurden Sporen von 12 Transformanten auf ihre Fluoreszenz
untersucht. Der Stamm MT-17-180 (pmak-2-mak-2-gfp-caax, matA), der das intensivste Fluo-
reszenzsignal enthielt, wurde mit dem Stamm N1-04 (mata, his-3-) ru¨ckgekreuzt, um homoka-
ryotische Sta¨mme zu erhalten. Sporen von 8 erhaltenen Nachkommen wurden auf ihre Fluo-
reszenz untersucht und der Stamm MT-17-353 (pmak-2-mak-2-gfp-caax) mit dem intensivs-
ten Fluoreszenzsignal fu¨r weitere Analysen verwendet. Der Stamm MT-12-89 (pccg-1-mak-2-
gfp-caax) entha¨lt das mak-2-gfp-caax-Konstrukt unter der Kontrolle des ccg-1-Promotors (Her-
stellung beschrieben in [Lemanski, 2010]). Fu¨r die Expression von mak-2-gfp-caax unter der
Kontrolle des gpd-1-Promotors wurde das Plasmid p17 (pgpd-mak-2-gfp-caax) hergestellt und
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in den N. crassa-Stamm N1-03 (matA, his-3-) transformiert. Sporen von sechs erhaltenen
Transformanten wurden auf ihre Fluoreszenz u¨berpru¨ft und der Stamm MT-15-122 (pgpd-1-
mak-2-gfp-caax, matA) mit dem sta¨rksten Fluoreszenzsignal mit dem Stamm N1-02 (mata)
ru¨ckgekreuzt, um homokaryotische Sta¨mme zu erhalten. Die Sporen von 20 Nachkommen wur-
den fluoreszenzmikroskopisch untersucht und der Stamm MT-15-659 (pgpd-1-mak-2-gfp-caax)
fu¨r weitere Analysen behalten. Um mak-2-gfp-caax unter der Kontrolle des tef-1-Promotors zu
exprimieren wurde das Plasmid p26 (ptef-1-mak-2-gfp-caax) hergestellt und in den Stamm
N1-03 (matA, his-3-) transformiert. Sporen von 12 erhaltenen Transformanten wurden fluores-
zenzmikroskopisch untersucht. Der Stamm MT-19-187 (ptef-1-mak-2-gfp-caax), dessen Spo-
ren gute, aber unregelma¨ßige Fluoreszenzsignale aufwiesen, wurde unabha¨ngig voneinander
u¨ber eine Einzelsporisolierung und eine Ru¨ckkreuzung mit dem Stamm N1-04 (mata, his-3-)
aufgereinigt. Die Sporen von 10 Einzelsporisolaten und von 10 Kreuzungsnachkommen wur-
den auf ihre Fluoreszenz untersucht und die Sta¨mme MT-19-192 (ptef-1-mak-2-gfp-caax) und
MT-19-378 (ptef-1-mak-2-gfp-caax), die jeweils gleichma¨ßige intensive Fluoreszenzsignal auf-
wiesen, fu¨r weitere Analysen verwendet.Die Fluoreszenzsignale der hergestellten Sta¨mme
wurde fluoreszenzmikroskopisch in Hyphen und Keimlingen untersucht und die verschiedenen
Promotoren miteinander verglichen.
In reifen Hyphen zeigten die Sta¨mme MT-17-353 (pmak-2-mak-2-gfp-caax) und MT-15-659
(pgpd-1-mak-2-gfp-caax) nur sehr geringe Fluoreszenzsignale an der Plasmamembran. Die
ho¨chsten Fluoreszenzintensita¨ten befanden sich dabei an den Septen (Abbildung 3.13A und
C). Auch in Hyphen des Stammes MT-19-192 (ptef-1-mak-2-gfp-caax), der insgesamt eine
deutlich sta¨rkere Fluoreszenz aufwies, ist das Signal nur sehr schwach an der Plasmamembran
und sta¨rker an den Septen zu erkennen (Abbildung 3.13D). Das beste Fluoreszenzsignal in
reifen Hyphen ist in dem Stamm MT-12-89 (pccg-1-mak-2-gfp-caax) zu erkennen, der das
Fluoreszenzprotein mit Hilfe des in N. crassa etablierten ccg-1-Promotors exprimiert. In diesem
Stamm ist das Fluoreszenzsignal deutlich an der Plasmamembran und am sta¨rksten an den
Septen zu erkennen (Abbildung 3.13B).
In Keimlingen der untersuchten Sta¨mme zeigte sich ein anderes Muster. Hier waren die
sta¨rksten Fluoreszenzsignale jeweils in den Vakuolen der untersuchten Keimlinge zu sehen.
An der Plasmamembran von Keimlingen der Sta¨mme MT-17-353 (pmak-2-mak-2-gfp-caax),
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Abbildung 3.13.: Expression von mak-2-gfp-caax in reifen Hyphen unter der Verwendung unter-
schiedlicher Promotoren
A) In reifen Hyphen der Sta¨mme MT-17-353 (pmak-2-mak-2-gfp-caax), B) MT-15-659 (pgpd-1-mak-2-
gfp-caax) und D) MT-19-192 (ptef-1-mak-2-gfp-caax) ist eine schwache Fluoreszenz an der Plasma-
membran zu erkennen, die an den Septen am deutlichsten zu sehen ist. C) In reifen Hyphen des Stam-




MT-12-89 (pccg-1-mak-2-gfp-caax) und MT-15-659 (pgpd-1-mak-2-gfp-caax) konnten dage-
gen nur gelegentlich Fluoreszenzsignale detektiert werden (Abbildung 3.14A, B und C). Ledig-
lich Keimlinge des Stammes MT-19-378 (ptef-1-mak-2-gfp-caax) zeigten regelma¨ßig gut de-
tektierbare Fluoreszenzsignale an der Plasmamembran. Dabei verteilt sich das Fluoreszenzsi-
gnal u¨ber die gesamte Plasmamembran des Keimlings, wobei die Intensita¨t des Signals auch
in nicht-interagierenden Keimlingen ha¨ufig weitla¨ufig um die Spitze des Keimschlauchs am in-
tensivsten ist. Das deutlichste Fluoreszenzsignal ist allerdings auch in diesem Stamm in den
Vakuolen zu detektieren (Abbildung 3.14D). Die auffa¨llige Vakuolenlokalisation von MAK-2-
GFP-CAAX in Keimlingen aller untersuchten Sta¨mme deutet insgesamt auf einen schnellen
Abbau von membrangebundenen MAK-2 hin. Die Untersuchungen zeigen außerdem, dass
der ccg-1-Promotor geeignet fu¨r eine Lokalisation von MAK-2-GFP-CAAX in reifen Hyphen ist,
wa¨hrend der tef-1-Promotor in Keimlingen die besten Fluoreszenzsignale an der Plasmamem-
bran zeigt. Da ein Schwerpunkt dieser Arbeit auf der Untersuchung von beteiligten Faktoren
wa¨hrend der Zell-Zell-Kommunikation in Keimlingen liegt, wurden im weiteren Verlauf dieser
Arbeit Sta¨mme hergestellt und verwendet, die das mak-2-gfp-caax- und weitere Konstrukte
unter der Kontrolle des tef-1-Promotors exprimieren.
3.3.2. Einfu¨hrung einer SAAX-Kontrolle
Jede ku¨nstliche Vera¨nderung von Proteinen kann zu Artefakten fu¨hren, wie beispielsweise un-
erwartete dreidimensionalen Strukturen, die die Funktion des Proteins beeinflussen ko¨nnen
[Andresen et al., 2004]. Die genaue Vorhersage von Proteinstrukturen bleibt bis in die heu-
tige Zeit eine große Herausforderung, die noch nicht zufriedenstellend gelo¨st werden konn-
te [Khoury et al., 2014]. Um in dieser Arbeit mo¨gliche unerwu¨nschte Artefakte zu erkennen,
die durch die Manipulation von MAK-2 entstehen ko¨nnen, wurde zusa¨tzlich eine sogenann-
te SAAX-Kontrolle eingefu¨hrt. Die entsprechenden Kontrollsta¨mme enthalten eine C-terminale
(GFP-)SAAX-Sequenz, die, bis auf einen Austausch des Cysteins in der CAAX-Box ge-
gen die Aminosa¨ure Serin (SAAX), identisch mit der CAAX-Sequenz ist. Durch diesen Ami-
nosa¨urenaustausch kann die Sequenz nicht farnesyliert werden, sodass die SAAX-Sequenz
keine Membranverankerung vermittelt. Es wird also erwartet, dass mo¨gliche Artefakte die z.B.
durch eine vera¨nderte Proteinfaltung entstehen, aufgrund der Sequenza¨hnlichkeiten auch den
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Abbildung 3.14.: Expression von mak-2-gfp-caax in Keimlingen unter der Verwendung unter-
schiedlicher Promotoren
A) In Keimlingen des Stammes MT-17-353 (pmak-2-mak-2-gfp-caax), B) MT-12-89 (pccg-1-mak-2-
gfp-caax) und C) MT-15-659 (pgpd-1-mak-2-gfp-caax) akkumuliert MAK-2-GFP-CAAX stark in den
Vakuolen. D) In Keimlingen des Stammes MT-19-378 (ptef-1-mak-2-gfp-caax) lokalisiert MAK-2-
GFP-CAAX stark in den Vakuolen und ist an der Plasmamembran zu sehen. Maßstab: 5µm.
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saax-Kontrollstamm betreffen, wa¨hrend Beobachtungen, die auf die Membranverankerung von
MAK-2-GFP-CAAX zuru¨ckzufu¨hren sind, nur in den caax-Sta¨mmen auftreten. Durch die Fu-
sion der Proteine mit GFP ko¨nnen sie in der Zelle visualisiert werden, wodurch die erwartete
subzellula¨re Lokalisation kontrolliert werden kann.
In dieser Arbeit wurden daher Kontrollsta¨mme hergestellt, die mak-2-gfp-saax unter der Kon-
trolle des nativen und des sta¨rkeren tef-1-Promotors im Wildtyp-Hintergrund bzw. im ∆mak-2-
Hintergrund exprimieren. Die Lokalisation der MAK-2-GFP-SAAX-Konstrukte wurde in reifen
Hyphen und in Keimlingen untersucht und mit der Lokalisation von MAK-2-GFP verglichen. An-
hand dieser Analysen konnten erste Ru¨ckschlu¨sse u¨ber die Funktionalita¨t der SAAX-Konstrukte
und somit ihre Eignung als Kontrolle gezogen werden. Eine genaue Analyse der makroskopi-
schen Pha¨notypen und Komplementationsanalysen finden sich in den Abschnitten 3.3.3 und
3.3.4.
Da die Lokalisierungsstudien der CAAX-Fusionsproteine mit Konstrukten durchgefu¨hrt wer-
den sollten, die mit Hilfe des starken tef-1-Promotor exprimiert werden (siehe Abschnitt 3.3.1),
wurden zuna¨chst Teststa¨mme hergestellt, die mak-2-gfp-saax ebenfalls unter der Kontrolle des
tef-1-Promotors exprimieren. Hierzu wurden die Plasmide p66 und p68 (ptef-1-mak-2-gfp-saax)
hergestellt und in den Wildtyp N1-03 (his-3-, matA) transformiert. Die Sporen von je 10 erhal-
tenen Transformanten wurden auf ihre Fluoreszenz untersucht und die Sta¨mme MT-49-305
und MT-49-307 (ptef-1-mak-2-gfp-saax, matA), die das intensivste Fluoreszenzsignal aufwie-
sen, behalten. Um homokaryotische Sta¨mme zu erhalten wurden die Sta¨mme MT-49-305
und MT-49-307 (ptef-1-mak-2-gfp-saax, matA) mit dem Wildtyp-Stamm N1-04 (his-3-, mata)
ru¨ckgekreuzt. Aus dieser Kreuzung sollten außerdem Nachkommen mit dem Paarungstyp ma-
ta erhalten werden, die spa¨ter zur Herstellung weiterer saax-Kontrollsta¨mme u¨ber eine Kreu-
zung mit mat A-Sta¨mmen genutzt werden ko¨nnen. Sporen von 6 bzw. 18 Nachkommen wur-
den daher auf ihre Fluoreszenz und den Paarungstyp u¨berpru¨ft. In den Sta¨mmen MT-49-359
(ptef-1-mak-2-gfp-saax, mata) und MT-49-361 (ptef-1-mak-2-gfp-saax, matA), die eine sehr
gute Fluoreszenz aufwiesen, wurde das Vorhandensein des ptef-1-mak-2-gfp-saax-Konstrukts
zusa¨tzlich per PCR verifiziert. Der Stamm MT-49-359 (ptef-1-mak-2-gfp-saax, mata), der den
Paarungstyp mata aufweist, wurde zur Herstellung weiterer Sta¨mme u¨ber eine Kreuzung ver-
wendet, wa¨hrend die Sta¨mme MT-49-307 und MT-49-361 (ptef-1-mak-2-gfp-saax, matA) fu¨r die
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mikroskopischen Untersuchungen verwendet wurden. Die Lokalisation von MAK-2-GFP-SAAX
in diesen Sta¨mmen wurde anschließend mit der Lokalisation von MAK-2-GFP in dem Stamm
MT-66-545 (ptef-1-mak-2-gfp, matA, Herstellung siehe [Letz, 2014]) verglichen.
Die fluoreszenzmikroskopischen Analysen in interagierenden Kemlingen zeigten, dass MAK-2-
GFP bzw. MAK-2-GFP-SAAX oszillierend an den Spitzen der Interaktionspartner lokali-
sieren und nach Herstellung eines Zellkontaktes zwischen den Interaktionspartnern am
Beru¨hrungspunkt akkumulieren (Abbildung 3.15A und B). Dabei war kein Unterschied in der
dynamischen Lokalisation von MAK-2-GFP und MAK-2-GFP-SAAX zu erkennen. Auch die
Lokalisation der beiden Fusionsprotein in reifen Hyphen unterschied sich nicht voneinander.
MAK-2-GFP und MAK-2-GFP-SAAX lokalisieren in reifen Hyphen der Sta¨mme MT-66-545
(ptef-1-mak-2-gfp, matA) und MT-49-361 (ptef-1-mak-2-gfp-saax, matA) cytoplasmatisch und
akkumulieren an den Septen, im Zellkern und an den Spitzen schnell wachsender Hyphen (Ab-
bildung 3.18A und B). Die Lokalisation von MAK-2-GFP-SAAX entspricht somit der erwarteten
Lokalisation und zeigt, dass der SAAX-Anker die Lokalisation und somit vermutlich die Funktion
der Kinase unter diesen Expressionsbedingungen nicht einschra¨nkt.
Da die Lokalisation der Kinase in starkem Maße von dem zur Expression verwendetem Promo-
tor abha¨ngt (siehe Abschnitt 3.2.1), sollte die Lokalisation von MAK-2-GFP-SAAX in Sta¨mmen
besta¨tigt werden, die das Konstrukt mit Hilfe des nativen Promotors exprimieren. Um einen
Stamm herzustellen, der mak-2-gfp-saax unter der Kontrolle des nativen Promotors exprimiert,
wurden die Plasmide p64 und p65 hergestellt (pmak-2-mak-2-gfp-saax) und in den Stamm
N1-03 (his-3-, matA) transformiert. Die Sporen von je 10 Transformanten wurden auf ihre Fluo-
reszenz untersucht und die Sta¨mme MT-27-303 und MT-27-304 (pmak-2-mak-2-gfp-saax, ma-
tA), welche jeweils das sta¨rkste Fluoreszenzsignal aufwiesen, behalten. Um homokaryotische
Sta¨mme herzustellen und Sta¨mme des Paarungstyps mata fu¨r weitere Kreuzungen zu erhal-
ten, wurden die Sta¨mme MT-27-303 und MT-27-304 (pmak-2-mak-2-gfp-saax, matA) mit dem
Wildtyp N1-04 (his-3-, mata) ru¨ckgekreuzt. Je Kreuzung wurden Sporen von 20 Nachkommen
verwendet um die Fluoreszenz zu untersuchen und den Paarungstyp zu ermitteln. Die Sta¨mme
MT-27-371 (pmak-2-mak-2-gfp-saax, mata) und MT-27-358 (pmak-2-mak-2-gfp-saax, matA),
die jeweils das sta¨rkste Fluoreszenzsignal aufwiesen, wurden fu¨r weitere Analysen verwen-
det. Die Lokalisation von MAK-2-GFP-SAAX in diesen Sta¨mmen wurde mit der Lokalisation
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Abbildung 3.15.: Vergleichende Lokalisation von u¨berexprimiertem MAK-2-GFP und MAK-2-
GFP-SAAX im Wildtyp-Hintergrund
Unter der Kontrolle des starken tef-1-Promotors im Wildtyp-Hintergrund exprimiertes A+B) MAK-2-GFP
und C+D) MAK-2-GFP-SAAX lokalisiert oszillierend an den Spitzen interagierender Keimlinge und ak-
kumuliert am Beru¨hrungspunkt der Interaktionspartner. Maßstab: 5µm.
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von MAK-2-CHERRY, das in dem Stamm MT-33-296 (pmak-2-mak-2-cherry, matA, Herstel-
lung siehe Abschnitt 3.2.1) ebenfalls im Wildtyp-Hintergrund mit Hilfe des nativen Promotors
exprimiert wird, verglichen.
Die mikroskopischen Analysen zeigten, dass die Intensita¨t des Fluoreszenzsignals in den
Sta¨mmen MT-33-296 (pmak-2-mak-2-cherry, matA) und MT-27-358 (pmak-2-mak-2-gfp-saax,
matA), in denen MAK-2-CHERRY bzw. MAK-2-GFP-SAAX mit Hilfe des nativen Promotors ex-
primiert wird, geringer ist als in den zuvor beobachteten Sta¨mmen MT-66-545 (ptef-1-mak-2-
gfp, matA) und MT-49-361 (ptef-1-mak-2-gfp-saax, matA), in denen das jeweilige Fusions-
protein mit Hilfe des sta¨rkeren tef-1-Promotors exprimiert wird. Das Signal war aber jeweils
stark genug, um die Dynamik von MAK-2-CHERRY (Abbildung 3.16A) bzw. MAK-2-GFP-SAAX
(Abbildung 3.16C) in interagierenden Keimlingen und die Akkumulation der jeweiligen MAK-2-
Fusionsproteine am Beru¨hrungspunkt zu beobachten (Abbildung 3.16C und D). Auch hier zeig-
ten sich wie erwartet keine Unterschiede in der Lokalisation zwischen MAK-2-CHERRY und
MAK-2-GFP-SAAX.
In ausgewachsenen Hyphen der Sta¨mme MT-33-296 (pmak-2-mak-2-cherry, matA) und
MT-27-371 (pmak-2-mak-2-gfp-saax, mata) ist MAK-2-CHERRY bzw. MAK-2-GFP-SAAX
gleichma¨ßig im Cytoplasma und im Zellkern verteilt und akkumuliert ha¨ufig an den Septen
(Abbildung 3.7A und B in Abschnitt 3.2.1 bzw. Abbildung 3.20A). Wa¨hrend in wachsenden Spit-
zen des Stammes MT-33-296 (pmak-2-mak-2-cherry, matA) keine Akkumulation von MAK-2-
CHERRY beobachtet wurde (Abbildung 3.8A in Abschnitt 3.2.1), konnte MAK-2-GFP-SAAX in
dem Stamm MT-27-371 (pmak-2-mak-2-gfp-saax, mata) an den Spitzen wachsender Hyphen
beobachtet werden (Abbildung 3.20A). Diese Lokalisation stimmt mit der in dieser Arbeit er-
mittelten Lokalisation von u¨berexprimiertem MAK-2-GFP u¨berein (Abbildung 3.18A und C und
Abbildung 3.8B und C) und wurde auch fu¨r natives MAK-2-GFP berichtet [Dettmann et al.,
2012]. Die Lokalisation von MAK-2-GFP-SAAX in Keimlingen und reifen Hyphen entspricht da-
her trotz Abweichungen zu der gefundenen Lokalisation von MAK-2-CHERRY an den Spitzen
reifer Hyphen den Erwartungen.
Die vergleichbare Lokalisation von MAK-2-GFP-SAAX und MAK-2-GFP bzw. MAK-2-CHERRY
ist ein Hinweis darauf, dass der SAAX-Anker keinen Einfluss die Funktion von MAK-2 hat.
87
3. Ergebnisse
Abbildung 3.16.: Vergleichende Lokalisation von MAK-2-CHERRY- und MAK-2-GFP-SAAX-
Fusionsproteinen, die mit Hilfe des nativen Promotors im Wildtyp-Hintergrund exprimiert wurden
Mit Hilfe des nativen mak-2-Promotors im Wildtyp-Hintergrund exprimiertes A+B) MAK-2-CHERRY und
C+D) MAK-2-GFP-SAAX lokalisiert oszillierend an den Spitzen interagierender Keimlinge und akkumu-
liert am Beru¨hrungspunkt. Maßstab: 5µm.
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Um diese Vermutung zu testen, wurde mak-2-gfp-saax im mak-2-Deletionshintergrund expri-
miert. Es wurde erwartet, dass die entsprechenden Sta¨mme makroskopisch wie der Wildtyp
aussehen und gerichtete Interaktionen der Keimlinge stattfinden, wenn MAK-2-GFP-SAAX die
Funktion von nativem MAK-2 zumindest teilweise u¨bernehmen kann. Um dies zu u¨berpru¨fen
wurden der makroskopische und mikroskopische Pha¨notyp der erhaltenen Sta¨mme analysiert
(Abschnitt 3.3.3) und die subzellula¨re Lokalisation in Keimlingen und Hyphen bestimmt.
Um das ptef-1-mak-2-gfp-saax-Konstrukt in die ∆mak-2-Mutante einzubringen, wurde der
Stamm MT-49-359 (ptef-1-mak-2-gfp-saax, mata) mit der ∆mak-2-Mutante N1-37 (mak-2,
his-3-, matA) gekreuzt. Da die Askosporen der mak-2-Deletionsmutante lethal sind, war das
Auskeimen der Askosporen bereits ein erster Hinweis auf eine Komplementation des Deleti-
onspha¨notyps durch das mak-2-gfp-saax-Konstrukt. Sporen von 20 erhaltenen Nachkommen
wurden auf ihre Fluoreszenz untersucht und der Stamm MT-39-381 (ptef-1-mak-2-gfp-saax,
∆mak-2) mit dem intensivsten Fluoreszenzsignal fu¨r weitere Analysen verwendet. Das Vorhan-
densein des ptef-1-mak-2-gfp-saax-Konstrukts und der Hygromycin-Kassette, sowie die Abwe-
senheit des nativen mak-2-Gens wurden anschließend per PCR u¨berpru¨ft. Um die Lokalisation
von MAK-2-GFP-SAAX in den erhaltenen Sta¨mmen mit der Lokalisation von MAK-2-GFP unter
den gleichen Expressionsbedingungen vergleichen zu ko¨nnen, sollte mak-2-gfp unter der Kon-
trolle des tef-1-Promotors in die ∆mak-2-Mutante eingebracht werden. Hierzu wurde das all-
gemeine Plasmid 76 (ptef-mak-2-gfp) in den Stamm mak6.2.1 (∆mak-2, his-3-, al-1-, matADip?)
transformiert. Sporen von 10 erhaltenen Transformanten wurden auf ihre Fluoreszenz unter-
sucht und der Stamm MT-60-635 (ptef-1-mak-2-gfp, ∆mak-2) mit dem intensivsten Signal fu¨r
mikroskopische Analysen verwendet.
Makroskopisch weist der erhaltene saax-Stamm MT-39-381 (ptef-1-mak-2-gfp-saax, ∆mak-2)
einen a¨hnlichen Pha¨notyp wie der Wildtyp auf (Abbildung 3.22A) und mikroskopische Untersu-
chungen zeigten, dass die Keimlinge des Stammes miteinander interagieren (Abschnitt 3.3.3).
Wa¨hrend des gerichteten Wachstums lokalisieren MAK-2-GFP und MAK-2-GFP-SAAX oszillie-
rend an den Spitzen der interagierenden Keimlinge (Abbildung 3.17A und C) und akkumulieren
am Beru¨hrungspunkt (Abbildung 3.17B und D). In reifen Hyphen lokalisieren MAK-2-GFP und
MAK-2-GFP-SAAX cytoplasmatisch und akkumulieren an den Septen, den Spitzen wachsen-
der Hyphen und in den Zellkernen (Abbildung 3.18C und D). Diese Ergebnisse zeigen, dass
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die Lokalisation von u¨berexprimiertem MAK-2-GFP-SAAX mit der Lokalisation von MAK-2-GFP
u¨bereinstimmt und beide Fusionskonstrukte den Deletionspha¨notyp der mak-2-Mutante kom-
plementieren.
Abbildung 3.17.: Vergleichende Lokalisation von u¨berexprimiertem MAK-2-GFP und MAK-
2GFP-SAAX im ∆mak-2-Hintergrund
Unter der Kontrolle des starken tef-1-Promotors im mak-2-Deletionshintergrund exprimiertes MAK-2-
GFP (A+B) und MAK-2-GFP-SAAX (C+D) lokalisieren oszillierend an den Spitzen interagierender Keim-
linge und akkumulieren am Beru¨hrungspunkt der Interaktionspartner. Maßstab: 5µm.
Da die U¨berexpression von Proteinen zu Artefakten fu¨hren kann, wurde zuletzt noch u¨berpru¨ft,
ob MAK-2-GFP-SAAX den Deletionspha¨notyp der ∆mak-2-Mutante auch komplementiert,
wenn es mit Hilfe des nativen Promotors exprimiert wird. Um pmak-2-mak-2-gfp-saax in die
∆mak-2-Mutante einzubringen, wurden zwei verschiedene Strategien gewa¨hlt. Zum einen
wurden die Plasmide p64 und p65 (pmak-2-mak-2-gfp-saax) in die mak-2-Deletionsmutante
mak6.2.1 (∆mak-2, his-3-, al-1-, matADip?) transformiert. Sporen von je 5 erhaltenen Transfor-
manten wurden auf ihre Fluoreszenz untersucht und die Sta¨mme MT-38-647 und MT-38-648
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Abbildung 3.18.: Vergleichende Lokalisation von u¨berexprimiertem MAK-2-GFP und MAK-2-
GFP-SAAX in reifen Hyphen
Unter der Kontrolle des starken tef-1-Promotors exprimiertes MAK-2-GFP bzw. MAK-2-GFP-SAAX loka-
lisiert A) bzw.B) im Wildtyp-Hintergrund und C) bzw.D) im mak -Deletions-Hintergrund cytoplasmatisch




(pmak-2-mak-2-gfp-saax, ∆mak-2) mit dem intensivsten Fluoreszenzsignal u¨ber eine Einzel-
sporisolierung aufgereinigt. Die Sporen von 10 bzw. 9 Einzelsporisolaten wurden auf ihre
Fluoreszenz untersucht und die Sta¨mme MT-38-653 und MT-38-654 (pmak-2-mak-2-gfp-saax,
∆mak-2), die jeweils das sta¨rkste und gleichma¨ßigste Fluoreszenzsignal aufwiesen, fu¨r weite-
re Analysen verwendet. In einem zweiten Ansatz wurde mak-2-gfp-saax u¨ber ein Kreuzung
in die ∆mak-2-Mutante eingebracht. Hierzu wurde der Stamm MT-27-371 (pmak-2-mak-2-
gfp-saax, mata) mit der ∆mak-2-Mutante N1-37 (mak-2, his-3-, matA) gekreuzt. Sporen von
8 erhaltenen Nachkommen wurden auf ihre Fluoreszenz u¨berpru¨ft und der Stamm MT-38-404
(pmak-2-mak-2-gfp-saax, ∆mak-2), der das beste Fluoreszenzsignal aufwies, fu¨r weitere Ana-
lysen verwendet. Das mak-2-gfp-saax-Konstrukt wurde in diesem Stamm sequenziert, und das
Vorhandensein der Hygromycin-Resistenzkasette, sowie die Abwesenheit des nativen mak-2-
Gens durch eine PCR u¨berpru¨ft.
Der Erhalt von Kreuzungsnachkommen und der makroskopische Pha¨notyp der Sta¨mme
MT-38-404 (Abbildung 3.22A), MT-38-653 und MT-38-654 (pmak-2-mak-2-gfp-saax,∆mak-2),
der dem des Wildtyps sehr a¨hnelt, deuten auf eine Komplementation der mak-2-
Deletionsdefekte durch mak-2-gfp-saax hin. Um die Lokalisation von MAK-2-GFP-SAAX in den
erhaltenen Sta¨mmen mit der Lokalisation von nativ exprimiertem MAK-2-GFP im Deletions-
hintergrund zu vergleichen, wurde der entsprechende Stamm MT-82-655 (pmak-2-mak-2-gfp,
∆mak-2) hergestellt. Hierzu wurde das Plasmid pPMH6.1 (pmak-2-mak-2-gfp) in den mak-2-
Deletionsstamm mak6.2.1 (∆mak-2, his-3-, al-1-, matADip?) transformiert und Sporen von 10
erhaltenen Transformanten auf ihre Fluoreszenz untersucht. Der Stamm MT-82-649 (pmak-2-
mak-2-gfp,∆mak-2), dessen Sporen eine ungleichma¨ßige Fluoreszenz aufwiesen, wurde u¨ber
eine Einzelsporisolierung aufgereinigt. Sporen von 10 Einzelsporisolaten wurden fluoreszenz-
mikroskopisch untersucht und der Stamm MT-82-655 (pmak-2-mak-2-gfp, ∆mak-2) fu¨r weitere
Analysen verwendet.
Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen von Keimlingen der Sta¨mme MT-38-653,
MT-38-654 und MT-38-404 (pmak-2-mak-2-gfp-saax, ∆mak-2) bzw. MT-82-655 (pmak-2-
mak-2-gfp, ∆mak-2) erwiesen sich unerwarteterweise als schwierig. Obwohl eine vollsta¨ndige
Komplementation und ausreichend gute Lokalisierbarkeit von nativ exprimiertem MAK-2-GFP
im Deletionshintergrund berichtet wurde [Fleissner et al., 2009], konnten diese Ergebnisse in
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dieser Arbeit nur teilweise reproduziert werden. Obwohl an dieser Stelle keine genaue Quan-
tifizierung durchgefu¨hrt wurde, wurde beobachtet, dass Keimlinge des Stammes MT-82-655
(pmak-2-mak-2-gfp,∆mak-2) seltener interagieren als Keimlinge des Wildtyps (Abschnitt 3.3.3)
und diese Interaktionen wa¨hrend der fluoreszenzmikroskopischen Analysen ha¨ufiger abbra-
chen. Diese Beobachtung ko¨nnte ein Hinweis darauf sein, dass die Zellkommunikation nicht so
stabil funktioniert wie im Wildtyp. Die Visualisierung von MAK-2-GFP war durch diese a¨ußeren
Faktoren aber auch durch die geringe Fluoreszenzintensita¨t erschwert. In Keimlingen, die er-
folgreich miteinander interagierten, konnte MAK-2-GFP jedoch wie zuvor beschrieben oszil-
lierend an den Spitzen interagierender Keimlinge und spa¨ter am Beru¨hrungspunkt beobachtet
werden (Abbildung 3.19A und B). Keimlinge der Sta¨mme MT-38-653 und MT-38-654, sowie des
Stammes MT-38-404 (pmak-2-mak-2-gfp-saax,∆mak-2), die unabha¨ngig voneinander u¨ber ei-
ne Kreuzung bzw. eine Transformation hergestellt wurden, waren in den fluoreszenzmikrosko-
pischen Untersuchungen nicht von Keimlingen des Stammes MT-82-655 (pmak-2-mak-2-gfp,
∆mak-2) zu unterscheiden. Sie zeigten im Vergleich zum Wildtyp eine reduzierte Anzahl an
Keimlingsinteraktionen (Abschnitt 3.3.3). In erfolgreich interagierenden Keimlingen konnte aber
auch hier die dynamische Lokalisation von MAK-2-GFP-SAAX an den Spitzen der Interaktions-
partner und spa¨ter am Beru¨hrungspunkt der Keimlinge beobachtet werden (Abbildung 3.19C
und D).
In reifen Hyphen des Stammes MT-82-655 (pmak-2-mak-2-gfp, ∆mak-2) lokalisiert MAK-2-
GFP cytoplasmatisch und an den Septen. Wie zuvor fu¨r den Stamm MT-33-296 beschrieben,
der mak-2-cherry unter der Kontrolle des nativen Promotors exprimiert, konnte MAK-2-GFP in
dem Stamm MT-82-655 (pmak-2-mak-2-gfp,∆mak-2) nicht an den Spitzen schnell wachsender
Hyphen beobachtet werden (Abbildung 3.20B). Im Gegensatz dazu wurde durch den nativen
mak-2-Promotor exprimiertes MAK-2-GFP-SAAX in dem Stamm MT-38-404 (pmak-2-mak-2-
gfp-saax, ∆mak-2) gelegentlich an den Spitzen schnell wachsender Hyphen beobachtet. Des
Weiteren lokalisiert MAK-2-GFP-SAAX in reifen Hyphen gleichma¨ßig cytoplasmatisch und in
den Zellkernen und akkumuliert an den Septen (Abbildung 3.20C).
Insgesamt zeigen diese umfangreichen mikroskopischen Untersuchungen von MAK-2-GFP
und MAK-2-GFP-SAAX, dass die beiden Fusionsproteine sich in ihrer Lokalisation kaum oder
gar nicht voneinander unterscheiden und den Deletionspha¨notyp der ∆mak-2-Mutante je nach
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Expressionshintergrund in vergleichbarem Umfang komplementieren. Diese Ergebnisse zei-
gen, dass der GFP-SAAX-Anker die Funktion von MAK-2 nicht weiter einschra¨nkt als der GFP-
Anker allein. Daru¨ber hinaus konnte demonstriert werden, dass der SAAX-Anker die Lokali-
sation von MAK-2 nicht beeinflusst und wie vermutet nicht zu einer Membranassoziation von
MAK-2 fu¨hrt. Damit wurde besta¨tigt, dass die SAAX-Sequenz eine geeignete Kontrolle zu der
CAAX-Sequenz darstellt, die in den folgenden Kapiteln verwendet wurde, um gezielt die Loka-
lisation von MAK-2 zu manipulieren.
Abbildung 3.19.: Vergleichende Lokalisation von MAK-2-GFP und MAK-2-GFP-SAAX, die mit Hil-
fe des nativen Promotors im mak-2-Deletionshintergrund exprimiert wurden
Mit Hilfe des nativen mak-2-Promotors im ∆mak-2-Hintergrund exprimiertes MAK-2-GFP (A+B)
und MAK-2-GFP-SAAX (C+D) lokalisiert an den Spitzen interagierender Keimlinge und deutlich am
Beru¨hrungspunkt. Maßstab: 5µm.
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Abbildung 3.20.: Vergleichende Hyphenlokalisation von MAK-2-GFP- und MAK-2-GFP-SAAX-
Fusionsproteinen, die mit Hilfe des nativen mak-2-Promotors exprimiert wurden
Unter der Kontrolle des nativen mak-2-Promotors exprimiertes MAK-2-GFP-SAAX lokalisiert A) sowohl
im Wildtyp-Hintergrund als auch C) im mak-2-Deletionshintergrund cytoplasmatisch und in den Zell-
kernen und akkumuliert an den Septen und den Spitzen wachsender Hyphen. B) Mit Hilfe des nativen
Promotors im ∆mak-2-Hintergrund exprimiertes MAK-2-GFP lokalisiert ebenfalls cytoplasmatisch und
an den Septen, konnte aber in dieser Studie nicht an den Spitzen schnell wachsender Hyphen beob-
achtet werden. Maßstab: 10µm.
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3.3.3. Die subzellula¨re Dynamik von MAK-2 ist essentiell fu¨r die Funktion der
Kinase
Die zeitlich und ra¨umlich hoch koordinierte Dynamik von MAK-2 in interagierenden Keimlin-
gen deutet auf einen engen Zusammenhang zwischen der subzellula¨ren Dynamik und der
Funktion der Kinase wa¨hrend der vegetativen Zell-Zell-Kommunikation hin. Um diesen Zusam-
menhang genauer zu entschlu¨sseln, wurde die Dynamik der Kinase durch einen ku¨nstlichen
Membrananker vollsta¨ndig unterbrochen [Lemanski, 2010]. In dieser Arbeit wurde der Einfluss
der membrangebundenen Kinasenvariante MAK-2-GFP-CAAX auf die Zell-Zell-Kommunikation
untersucht. Um zu testen, ob die subzellula¨re Dynamik von MAK-2 essentiell fu¨r die Funktion
der Kinase ist, wurde mak-2-gfp-caax im ∆mak-2-Hintergrund exprimiert. Da der ∆mak-2-
Stamm einen charakteristischen Pha¨notyp aufweist, konnte in den erhaltenen Sta¨mmen direkt
untersucht werden, ob das eingebrachte mak-2-gfp-caax-Konstrukt die Defekte der Deletions-
mutante komplementiert. Hierzu wurden vier charakteristische Merkmale untersucht und ihre
Auspra¨gungen in den zu testenden Sta¨mmen mit dem Wildtyp, der mak-2-Deletionsmutante
und den saax-Kontrollsta¨mmen verglichen.
Um mak-2-gfp-caax mit dem nativen Promotor im ∆mak-2-Hintergrund zu exprimieren wur-
de das Plasmid p21 (pmak-2-mak-2-gfp-caax) hergestellt und in den mak-2-Deletionsstamm
mak6.2.1 (∆mak-2, his-3-, al-1-, matADip?) transformiert. Da die fluoreszenzmikroskopischen
Untersuchungen der caax-exprimierenden Sta¨mme oft schwierig ist, wurde mak-2-gfp-caax
auch mit Hilfe des starken tef-1-Promotors exprimiert (Abschnitt 3.3.1 und [Lemanski, 2010]).
Hierfu¨r wurden das Plasmid p27 (ptef-1-mak-2-gfp-caax) hergestellt und ebenfalls in den
mak-2-Deletionsstamm mak6.2.1 (∆mak-2, his-3-, al-1-, matADip?) transformiert. Da es sich
bei diesem Stamm um eine Albino-Mutante handelt, die sich durch eine weiße statt orangene
Fa¨rbung der Sporen auszeichnet, waren die Sporen der erhaltenen Transformanten erwar-
tungsgema¨ß ebenfalls weiß gefa¨rbt (Abbildung 3.22A). Es wurden Sporen von 9 (nativer Pro-
motor) bzw.10 (tef-1-Promotor) erhaltenen Transformanten auf ihre Fluoreszenz untersucht.
Die Sta¨mme MT-21-643 (pmak-2-mak-2-gfp-caax, ∆mak-2) und MT-22-640 (ptef-1-mak-2-
gfp-caax,∆mak-2) mit der jeweils besten Fluoreszenz wurden per PCR auf das Vorhandensein
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des pmak-2-mak-2-gfp-caax bzw. ptef-1-mak-2-gfp-caax- Konstrukts und die Abwesenheit des
nativen mak-2-Gens u¨berpru¨ft und fu¨r weitere Analysen verwendet.
Die mak-2-gfp-caax-exprimierenden Sta¨mme wurden zuna¨chst fluoreszenzmikroskopisch
untersucht, um die Membranlokalisation des Fusionsproteins visuell zu besta¨tigen. Die
mikroskopischen Analysen der Sta¨mme MT-21-643 (pmak-2-mak-2-gfp-caax, ∆mak-2)
und MT-22-640 (ptef-1-mak-2-gfp-caax, ∆mak-2) sowie der entsprechenden SAAX-
Kontrollsta¨mme MT-38-404, MT-38-653 (pmak-2-mak-2-gfp-saax, ∆mak-2) und MT-39-381
(ptef-1-mak-2-gfp-saax, ∆mak-2) zeigten deutliche Unterschiede in der Intensita¨t der Fluores-
zenzsignale. Dabei wurde wie erwartet eine deutlich geringere Fluoreszenz in den Sta¨mmen
beobachtet, die das mak-2-gfp-c/saax-Konstrukt unter der Kontrolle des nativen Promotors ex-
primieren, gegenu¨ber den Sta¨mmen, die das Konstrukt unter der Kontrolle des tef-1-Promotors
exprimieren. Der Stamm MT-22-640 (ptef-1-mak-2-gfp-caax, ∆mak-2) zeigte also gegenu¨ber
dem Stamm MT-21-643 (pmak-2-mak-2-gfp-caax, ∆mak-2) ein erheblich sta¨rkeres Fluores-
zenzsignal, ebenso wie der Stamm MT-39-381 (ptef-1-mak-2-gfp-saax, ∆mak-2) gegenu¨ber
den Sta¨mmen MT-38-404 und MT-38-653 (pmak-2-mak-2-gfp-saax, ∆mak-2). Des Weiteren
wiesen die Sta¨mme, die MAK-2-GFP-CAAX exprimierten, deutlich schlechtere Fluoreszenz-
signale als die SAAX-Kontrollsta¨mme auf (Abbildung 3.21). Diese Beobachtungen deuten er-
neut auf einen schon zuvor beobachteten schnellen Abbau der CAAX-modifizierten Proteine
hin ([Lemanski, 2010] und Abschnitt 3.3.1).
Wa¨hrend der Stamm MT-21-643 (pmak-2-mak-2-gfp-caax, ∆mak-2) keine sichtbare Fluores-
zenz in Keimlingen aufweist, zeigt der Stamm MT-22-640 (ptef-1-mak-2-gfp-caax, ∆mak-2)
ein deutliches Fluoreszenzsignal an der gesamten Plasmamembran, wobei das intensivste Si-
gnal ha¨ufig weitla¨ufig um die Spitze des Keimschlauchs zu beobachten ist (Abbildung 3.21A
und C). In nicht interagierenden Keimlingen der Kontrollsta¨mme MT-38-404 und MT-39-381
(ptef-1-mak-2-gfp-saax, ∆mak-2) liegt MAK-2-GFP-SAAX wie erwartet cytoplasmatisch vor,
wobei das Fluoreszenzsignal in dem Stamm MT-39-381 (ptef-1-mak-2-gfp-saax, ∆mak-2) in-
tensiver ist (Abbildung 3.21B und D). In interagierenden Keimlingen der Kontrollsta¨mme wird
MAK-2-GFP-SAAX wie zuvor beschrieben oszillierend an die Spitzen interagierender Keimlin-
ge rekrutiert (Abbildung 3.19C und 3.17C).
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In reifen Hyphen des Stammes MT-21-643 (pmak-2-mak-2-gfp-caax, ∆mak-2) ist das Fluo-
reszenzsignal sehr schwach, wobei geringe Fluoreszenzsignale an den Septen beobach-
tet werden ko¨nnen (Abbildung 3.21E). In reifen Hyphen des Stammes MT-22-640 (ptef-1-
mak-2-gfp-caax, ∆mak-2) lokalisiert MAK-2-GFP-CAAX hingegen deutlich an der gesamten
Membran, wobei an den Septen ein noch sta¨rkeres Signal zu sehen ist (Abbildung 3.21G).
Diese Septenlokalisation unterscheidet sich deutlich von der Septenlokalisation von MAK-2-
GFP-SAAX in den Sta¨mmen MT-38-653 (pmak-2-mak-2-gfp-saax, ∆mak-2) und MT-39-381
(ptef-1-mak-2-gfp-saax, ∆mak-2), in denen MAK-2-GFP-SAAX direkt um die Septenpore her-
um lokalisiert und nicht an dem gesamten Septum zu sehen ist (Abbildung 3.21F und H). Eine
starke Fa¨rbung der Septen im Vergleich zur restlichen Plasmamembran wurde in N. crassa be-
reits zuvor mit dem membranfa¨rbendem Farbstoff FM4-64 beobachtet. Es wird vermutet, dass
eine Membranfa¨rbung an den Septen besonders intensiv zu sehen ist, da die Plasmamembran
durch das Septum eingestu¨lpt wird und daher an dieser Stelle doppelt vorliegt [Fischer-Parton
et al., 2000]. Gemeinsam deuten die Ergebnisse der mikroskopischen Untersuchungen dar-
auf hin, dass MAK-2-GFP-CAAX auch in dem Stamm MT-21-643 (pmak-2-mak-2-gfp-caax,
∆mak-2) an der gesamten Plasmamembran lokalisiert, durch die geringe Expression und
den schnellen Abbau allerdings nur in so geringen Mengen vorliegt, dass eine Visualisierung
mit der vorhandenen Mikroskopie-Ausstattung nicht zufriedenstellend mo¨glich ist. Der Stamm
MT-22-640 (ptef-1-mak-2-gfp-caax, ∆mak-2), in dem mak-2-gfp-caax mit Hilfe des starken
tef-1-Promotors exprimiert wird, fu¨hrt dagegen zu einer deutlichen Lokalisation von MAK-2-
GFP-CAAX an der gesamten Plasmamembran. Daru¨ber hinaus lokalisiert MAK-2-GFP-CAAX
in diesem Stamm an Strukturen innerhalb der Hyphe, bei denen es sich um Organellen mit
Membranen wie z.B Endosomen handeln ko¨nnte [Fischer-Parton et al., 2000]. Im Gegensatz
zu MAK-2-GFP-SAAX lokalisiert MAK-2-GFP-CAAX aber weder in Keimlingen noch in reifen
Hyphen cytoplasmatisch (Abbildung 3.21). Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass MAK-2-
GFP-CAAX in Keimlingen und reifen Hyphen erfolgreich an die Plasmamembran rekrutiert und
dort mit Hilfe des tef-1-Promotors gut visualisiert werden kann. Eine Entlassung der Kinase ins
Cytoplasma findet nicht oder nur in geringem Umfang statt, sodass eine dynamische subzel-
lula¨re Lokalisation von MAK-2-GFP-CAAX erfolgreich verhindert wird.
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Abbildung 3.21.: Promotorabha¨ngige Lokalisierung von MAK-2-GFP-CAAX und MAK-2-
GFP-SAAX in Keimlingen und reifen Hyphen
A) In Keimlingen des Stammes MT-21-643 (pmak-2-mak-2-gfp-caax, ∆mak-2) ist eine Lokalisierung
von MAK-2-GFP-CAAX auf Grund der zu geringen Fluoreszenzsignale nicht mo¨glich. In Keimlingen des
Stammes C) MT-22-640 (ptef-1-mak-2-gfp-caax,∆mak-2) lokalisiert MAK-2-GFP-CAAX deutlich an der
Plasmamembran, wa¨hrend B und D) MAK-2-GFP-SAAX in Keimlingen der Kontrollsta¨mme MT-38-404
(pmak-2-mak-2-gfp-saax, ∆mak-2) und MT-39-381 (ptef-1-mak-2-gfp-saax, ∆mak-2) cytoplasmatisch
vorliegt. Maßstab: 5µm. E und G) In Hyphen der Sta¨mme MT-21-643 (pmak-2-mak-2-gfp-caax,∆mak-2)
und MT-22-640 (ptef-1-mak-2-gfp-caax, ∆mak-2) lokalisiert MAK-2-GFP-CAAX schwach oder deutlich
an der Plasmamembran und in Strukturen innerhalb der Hyphe. F und H) Im Gegensaz dazu loka-
lisiert MAK-2-GFP-SAAX in den Kontrollsta¨mmen MT-38-653 (pmak-2-mak-2-gfp-saax, ∆mak-2) und




Nachdem mikroskopisch besta¨tigt wurde, dass MAK-2-GFP-CAAX permanent an der Plas-
mamembran lokalisiert, sollte untersucht werden, ob diese membranassoziierte Kinasevari-
ante die Funktion der nativen Kinase u¨bernehmen kann. Die mak-2-Deletionsmutante weist
einen pleiotropen Pha¨notyp auf, der sich makroskopisch unter anderem durch geringes Wachs-
tum, eine reduzierte Bildung von Lufthyphen und ein vera¨ndertes Sporulationsmuster aus-
zeichnet. Auf mikroskopischer Ebene findet in der Deletionsmutante kein gerichtetes Wachs-
tum von Keimlingen und keine Zellfusion statt [Pandey et al., 2004]. Um zu untersuchen,
ob die subzellula¨re Dynamik von MAK-2 essentiell fu¨r die Funktion der Kinase ist, wurden
die Sta¨mmen MT-21-643 (pmak-2-mak-2-gfp-caax, ∆mak-2) und MT-22-640 (ptef-1-mak-2-
gfp-caax, ∆mak-2) in dieser Arbeit auf ihren makroskopischen und mikroskopischen Pha¨notyp
untersucht. Diese Sta¨mme enthalten kein natives MAK-2, sondern nur die in ihrer subzel-
lula¨ren Dynamik eingeschra¨nkte Kinasenvariante MAK-2-GFP-CAAX, die u¨ber einen Farne-
sylanker dauerhaft an die Membranen rekrutiert wird (Abbildung 3.21C und G). Es wurde er-
wartet, dass der Pha¨notyp des Wildtyps in den Sta¨mmen MT-21-643 (pmak-2-mak-2-gfp-caax,
∆mak-2) und MT-22-640 (ptef-1-mak-2-gfp-caax, ∆mak-2) ganz oder teilweise wieder her-
gestellt wird, wenn die Kinase ihre Funktion auch ohne die subzellula¨re Dynamik ganz oder
teilweise ausu¨ben kann. Wenn die Dynamik dagegen essentiell fu¨r die Funktion von MAK-2
ist, wurde erwartet, dass der Pha¨notyp der untersuchten Sta¨mme dem Pha¨notyp der mak-2-
Deletionsmutante entspricht. Es wurden daher die auffa¨lligen und gut messbaren Merkmale
lineares Wachstums, Sporenbildung, Bildung von Lufthyphen und der Fa¨higkeit der Keimlinge
miteinander zu interagieren in den Sta¨mmen MT-21-643 (pmak-2-mak-2-gfp-caax, ∆mak-2)
und MT-22-640 (ptef-1-mak-2-gfp-caax, ∆mak-2) untersucht und mit dem Wildtyp N1-01,
der mak-2-Deletionsmutante KO-0142 (∆mak-2) und den saax-Kontrollsta¨mmen MT-38-404
(pmak-2-mak-2-gfp-saax, ∆mak-2) und MT-39-381 (ptef-1-mak-2-gfp-saax, ∆mak-2) vergli-
chen.
Makroskopisch weisen die Sta¨mme MT-21-643 (pmak-2-mak-2-gfp-caax, ∆mak-2) und
MT-22-640 (ptef-1-mak-2-gfp-caax, ∆mak-2) einen flachen Pha¨notyp auf, und a¨hneln daher
optisch stark der mak-2-Deletionsmutante, wa¨hrend die saax-Kontrollsta¨mme ebenso wie der
Stamm N1-01 (wt) ein typisches Luftmyzel mit Konidien ausbilden (Abbildung 3.22A).
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Messungen des La¨ngenwachstums zeigten, dass die Sta¨mme N1-01 (wt), MT-38-404 (pmak-2-
mak-2-gfp-saax, ∆mak-2) und MT-39-381 (ptef-1-mak-2-gfp-saax, ∆mak-2) mit einem
ta¨glichen La¨ngenwachstum von durchschnittlich 6,6 (±0,6) cm (N1-01, wt) bis 7,1 (±0,5) cm
(MT-39-381, ptef-1-mak-2-gfp-saax, ∆mak-2) fast dreimal so schnell wachsen wie der Stamm
KO-0142 (∆mak-2) mit einem durchschnittlichen Wachstum von 2,3 (±0,1) cm/Tag, und et-
wa doppelt so schnell wie die Sta¨mme MT-21-643 (pmak-2-mak-2-gfp-caax, ∆mak-2) und
MT-22-640 (ptef-1-mak-2-gfp-caax, ∆mak-2) mit einem durchschnittlichen Wachstum von
2,8 (±0,1) cm/Tag bzw. 3,4 (±0,4) cm/Tag (Abbildung 3.22B). Eine statistische Auswertung der
Messdaten zeigte, dass die Wachstumsraten des Wildtyps N1-01 und der saax-Kontrollsta¨mme
nicht signifikant voneinander abweichen. Die Wachstumsrate der caax-Sta¨mme und der
mak-2-Deletionsmutante ist dagegen im Vergleich zum Wildtyp signifikant reduziert (p≤0,001).
Im Gegensatz zu der ∆mak-2-Mutante ist das Wachstum der caax-Sta¨mme signifikant
erho¨ht (p≤0,001), wobei der Stamm MT-22-640 schneller wa¨chst als der Stamm MT-21-643
(p≤0,01). Diese Ergebnisse zeigen, dass mak-2-gfp-caax den Wachstumsdefekt des ∆mak-2-
Stamms partiell komplementiert, wobei eine U¨berexpression von mak-2-gfp-caax diesen Effekt
versta¨rkt.
Messungen der La¨ngen von Lufthyphen und eine statistische Auswertung der Daten zeig-
ten, dass das durchschnittliche Wachstum der Lufthyphen in den saax-Kontrollsta¨mmen
mit etwa 18,9 (±1,6) mm/Tag (MT-38-381) bzw. 19,2 (±2,1) mm/Tag (MT-39-361) ver-
gleichbar mit dem Wachstum der Lufthyphen im Wildtyp N1-01 mit durchschnittlich etwa
17,6 (±1,3) mm/Tag ist. Das Lufthyphenwachstum der caax-Sta¨mme ist dagegen mit durch-
schnittlich 4,8 (±0,9) mm/Tag (MT-21-643) bzw. 4,9 (±0,7) mm/Tag (MT-22-640) im Ver-
gleich zum Wildtyp um etwa 70 % reduziert (p≤0,001), und zeigt keine signifikanten Wachs-
tumsunterschiede zu der ∆mak-2-Mutante, deren Lufthyphen sich im Durchschnitt um etwa
3,8 (±0,8) mm/Tag verla¨ngern (Abbildung 3.22C).
Die Quantifizierung und statistische Auswertung der Sporenbildung der Test- und Kon-
trollsta¨mmen zeigten ein vergleichbares Muster. Die saax-Sta¨mme MT-38-404 (pmak-2-mak-2-
gfp-saax,∆mak-2) und MT-39-381 (ptef-1-mak-2-gfp-saax,∆mak-2) bildeten mit durchschnitt-
lich 26,1 (±2,5) · 107 bzw. 25,4 (±1,1) · 107 Sporen pro Kulturro¨hrchen etwa so viele Spo-
ren wie der Wildtyp mit durchschnittlich 27,9 (±4,2) · 107 Sporen pro Kulturro¨hrchen. Die
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caax-Sta¨mme MT-21-643 (pmak-2-mak-2-gfp-caax, ∆mak-2) und MT-22-640 (ptef-1-mak-2-
gfp-caax, ∆mak-2) bildeten hingegen mit etwa 2,6 (±0,3) · 107 bzw. 2,3 (±0,3) · 107 weniger
als 10 % der Sporen im Wildtyp (p≤0,001), aber vergleichbar viele Sporen wie die mak-2-
Deletionsmutante KO-0142 mit durchschnittlich 2,6 (±0,2) · 107 Konidien pro Kulturro¨hrchen
(Abbildung 3.22D).
Abbildung 3.22.: Quantifizierung makroskopischer Merkmale der Sta¨mme MT-21-643 und
MT-22-640
A) Makroskopischer Pha¨notyp untersuchten Sta¨mme auf Ro¨hrchen mit Minimalmedium nach 7 Tagen
Wachstum. B) Quantifizierung des La¨ngenwachstums, C) der Bildung von Lufthyphen und D) der Men-
ge gebildeter Sporen. Die Fehlerbalken repra¨sentieren die Standardabweichungen aus je 5 bis 6 un-
abha¨ngig voneinander wiederholten Experimenten.
Die ermittelten makroskopischen Wachstumsdefekte der Sta¨mme MT-21-643 (pmak-2-mak-2-
gfp-caax, ∆mak-2) bzw. MT-22-640 (ptef-1-mak-2-gfp-caax, ∆mak-2) deuten bereits darauf
hin, dass mak-2-gfp-caax auch den interessantesten Pha¨notyp der Deletionsmutante, den Fu-
sionspha¨notyp, nicht komplementiert. Diese Vermutung wurde durch mikroskopische Analysen
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besta¨tigt. Wa¨hrend Keimlinge des Wildtyps und der saax-Kontrollsta¨mme ihre Wachstumsrich-
tung gezielt a¨ndern und aufeinander zuwachsen (Abbildung 3.23B und C jeweils linke Spalte),
gehen Keimlinge der Sta¨mme MT-21-643 (pmak-2-mak-2-gfp-caax, ∆mak-2) und MT-22-640
(ptef-1-mak-2-gfp-caax, ∆mak-2) ebenso wie die mak-2-Deletionsmutante KO-0142 praktisch
keine Keimlingsinteraktionen ein (Abbildung 3.23B und C jeweils rechte Spalte). Liegen zwei
oder mehr Keimlinge in ra¨umlicher Na¨he zueinander, sind sie nicht in der Lage ihre Wachs-
tumsrichtung aufeinander abzustimmen, und wachsen gerade weiter.
Um die Keimlingsinteraktionen genau zu quantifizieren wurden Keimlingsassays durchgefu¨hrt
und interagierende und nicht-interagierende Keimlinge nach 4 und nach 6 Stunden Inkubati-
onszeit geza¨hlt und anschließend der prozentuale Anteil interagierender Keimlinge bestimmt
(Abbildung 3.23A). Diese Quantifizierungen besta¨tigen, dass sich nach 6 Stunden Inkubati-
onszeit unter 2 % der Keimlinge der Sta¨mmen MT-21-643 (pmak-2-mak-2-gfp-caax, ∆mak-2)
und MT-22-640 (ptef-1-mak-2-gfp-caax, ∆mak-2) in einer Interaktion befinden und sich so-
mit statistisch nicht von den Keimlingen des Stammes KO-0142 (∆mak-2) unterscheiden, von
denen sich nach 6 Stunden Inkubationszeit 2,3 (±2,1)% in einer Interaktion befinden. Im Ge-
gensatz dazu interagieren zu diesem Zeitpunkt etwa 94,1 (±4,3)% der Keimlinge des Kon-
trollstamms MT-39-381 (ptef-1-mak-2-gfp-saax, ∆mak-2) und unterscheiden sich somit aus
statistischer Sicht nicht von Keimlingen des Wildtyps. Im Gegensatz dazu zeigen Keimlinge
des saax-Kontrollstamms MT-38-404 (pmak-2-mak-2-gfp-saax, ∆mak-2) nach 6 Stunden In-
kubationszeit mit 71,5 (±15,2)% interagierenden Keimlingen im Vergleich zum Wildtyp eine
Reduktion der Interaktionen um 27 % (p≤0,05)(Abschnitt 3.3.2). Interessanterweise zeigen die
statistischen Analysen außerdem, dass sich der Anteil interagierender Keimlinge innerhalb ei-
nes Stammes in der Regel nach 4 Stunden im Vergleich zu 6 Stunden Inkubationszeit nicht
mehr signifikant erho¨ht. Lediglich die Interaktionsrate des Stammes MT-39-381 (ptef-1-mak-2-
gfp-saax, ∆mak-2) zeigten nach 6 Stunden Inkubationszeit einen Anstieg der Interaktionsrate
um etwa 13 % im Vergleich mit der Interaktionsrate nach 4 Stunden Inkubationszeit (p≤0,05).
Die Ergebnisse der Komplementationsversuche zeigen, dass das fu¨r die membrangebun-
dene Kinasevariante kodierende Konstrukt mak-2-gfp-caax die Defekte der ∆mak -Mutante
nicht komplementiert. Lediglich das La¨ngenwachstum der caax-Sta¨mme MT-21-643 (pmak-2-
mak-2-gfp-caax, ∆mak-2) und MT-22-640 (ptef-1-mak-2-gfp-caax, ∆mak-2) ist im Vergleich
103
3. Ergebnisse
Abbildung 3.23.: Quantifizierung von Keimlingsinteraktionen in den Sta¨mmen MT-21-643 und
MT-22-640
A) Quantifizierungen von Keimlingsinteraktionen der Sta¨mme N1-01 (Wildtyp), KO-0142 (∆mak-2),
MT-21-643 (pmak-2-mak-2-gfp-caax, ∆mak-2), MT-38-404 (pmak-2-mak-2-gfp-saax, ∆mak-2),
MT-22-640 (ptef-1-mak-2-gfp-caax, ∆mak-2) und MT-39-381 (ptef-1-mak-2-gfp-saax, ∆mak-2) nach
4 und 6 Stunden Inkubationszeit. Die Fehlerbalken repra¨sentieren die Standardabweichungen aus 5
unabha¨ngig voneinander durchgefu¨hrten Experimenten. B) Exemplarische Ausschnitte von Keimlingen
des Stammes N1-01 (Wildtyp) und KO-0142 (∆mak-2) und C) der Test- und Kontrollsta¨mme MT-21-643
(pmak-2-mak-2-gfp-caax, ∆mak-2), MT-38-404 (pmak-2-mak-2-gfp-saax, ∆mak-2), MT-22-640 (ptef-1-
mak-2-gfp-caax, ∆mak-2) und MT-39-381 (ptef-1-mak-2-gfp-saax, ∆mak-2) nach 6 Stunden Inkubati-
onszeit auf Minimalmedium. Weiße Sternchen markieren Zell-Zell-Interaktionen und weiße Kreuze ge-
ben Keimlinge an, die trotz ra¨umlicher Na¨he zueinander kein gerichtetes Wachstum aufweisen. Maß-
stab: 25µm.
104
3.3. Artifizielle Missrekrutierung von Komponenten der MAP-Kinasen-Kaskade
zu dem La¨ngenwachstum der ∆mak-2-Mutante leicht erho¨ht. Interessanterweise wird die-
ser Effekt durch die U¨berexpression von mak-2-gfp-caax in dem Stamm MT-22-640 (ptef-1-
mak-2-gfp-caax, ∆mak-2) versta¨rkt. In allen anderen untersuchten Merkmalen unterschieden
sich die Sta¨mme MT-21-643 (pmak-2-mak-2-gfp-caax,∆mak-2) und MT-22-640 (ptef-1-mak-2-
gfp-caax, ∆mak-2) nicht von der mak-2-Deletionsmutante KO-0142. Die saax-Kontrollsta¨mme
verhielten sich dagegen in fast allen untersuchten Merkmalen wie der Wildtyp und zeigen da-
mit deutlich, dass der Funktionsverlust von MAK-2-GFP-CAAX auf die Misslokalisation der
Kinase zuru¨ckzufu¨hren ist und nicht auf unbeabsichtigten Artefakten beruht. Lediglich die
Keimlingsinteraktionen sind in den saax-Sta¨mmen im Vergleich zum Wildtyp leicht reduziert.
Die Expression von mak-2-gfp-saax mit Hilfe des nativen Promotors fu¨hrt in dem Stamm
MT-38-404 (pmak-2-mak-2-gfp-saax, ∆mak-2) nur zu einer partiellen Komplementation der
Keimlingsinteraktionen. Die U¨berexpression von mak-2-gfp-saax fu¨hrt dagegen in dem Stamm
MT-39-381 (ptef-1-mak-2-gfp-saax, ∆mak-2) zu einer etwas verzo¨gerten Entwicklung in der
sehr fru¨hen Entwicklungsphase der Keimlingen (Keimlingsinteraktionen nach 4 Stunden In-
kubationszeit), komplementiert aber alle untersuchten Merkmale der spa¨teren Entwicklungs-
phasen vollsta¨ndig. Insgesamt zeigen diese Ergebnisse deutlich, dass die dynamische Loka-
lisierung von MAK-2 essentiell fu¨r die Funktion der Kinase wa¨hrend der Keimlingsfusion und
anderen vegetativen Entwicklungsprozessen ist.
3.3.4. Membrangebundenes MAK-2 hat einen dominant negativen Effekt im
Wildtyp-Hintergrund
MAK-2-GFP lokalisiert in nicht-interagierenden Keimlingen und Hyphen cytoplasmatisch
und wird in interagierenden Keimlingen oszillierend an die Plasmamembran rekrutiert (Ab-
schnitt 3.1.1 und 3.2.1). Aufgrund dieser ungewo¨hnlichen subzellula¨ren Lokalisation wurde eine
besondere Bedeutung dieser Dynamik fu¨r die Funktion der Kinase vermutet und in dieser Ar-
beit gezeigt, dass die subzellula¨re Dynamik von MAK-2 essentiell fu¨r die Funktion der Kinase
ist (Abschnitt 3.3.3). Sta¨mme, die ausschließlich eine membrangebundene Variante der Kina-
se exprimieren, gehen wie der ∆mak-2-Stamm keine Keimlingsinteraktionen ein und zeigen
weitere vergleichbare Entwicklungsdefekte. Diese Ergebnisse heben hervor, dass nicht nur die
105
3. Ergebnisse
Assoziation von MAK-2 mit der Plasmamembran, sondern auch die Dissoziation von der Mem-
bran eine zentrale Rolle fu¨r die Funktion der Kinase spielen. Ein Gegenspieler von MAK-2 ist
das Protein SO, das ebenso wie MAK-2 essentiell fu¨r den Aufbau von Keimlingsinteraktionen
ist. Die molekulare Funktion von SO ist bisher unbekannt, in interagierenden Keimlingen weist
das Protein aber eine zu MAK-2 komplementa¨re oszillierende Rekrutierung an die Plasma-
membran auf. Dabei ist auffa¨llig, dass MAK-2 und SO zu keinem Zeitpunkt der Interaktion bis
zur Herstellung eines Zellkontaktes gleichzeitig an der Membran eines Keimlings lokalisieren.
Basierend auf diesen Ergebnissen wurde eine Mechanismus vorgeschlagen, in dem die Zellen
schnell zwischen zwei physiologischen Zusta¨nden umschalten, die durch die Anwesenheit von
MAK-2 oder SO an der Plasmamembran gekennzeichnet sind. Diese beiden Zusta¨nde wurden
mit dem Senden (SO) und Empfangen eines chemotropen Signals (MAK-2) der Partnerzelle in
Verbindung gebracht [Fleissner et al., 2009]. Ohne einen genauen Mechanismus postulieren
zu ko¨nnen, wurde in dieser Arbeit vermutet, dass eine permanente Lokalisation von MAK-2 an
der Plasmamembran Faktoren beeinflussen ko¨nnte, die fu¨r den dynamischen Wechsel von dem
Signal-Empfangenden in den Signal-Sendenden Zustand eine wichtige Rolle spielen. Mo¨gliche
Folgen ko¨nnten beispielsweise eine Vera¨nderung in der dynamischen Lokalisation, und damit
einhergehend, der Funktion von SO sein.
Um diese Vermutungen genauer zu untersuchen wurde mak-2-gfp-caax im Wildtyp-
Hintergrund exprimiert. Die resultierenden Sta¨mme enthalten sowohl das frei bewegliche, na-
tive MAK-2, als auch die ku¨nstlich membrangebundene Kinasevariante MAK-2-GFP-CAAX.
Zuna¨chst wurde davon ausgegangen, dass die vorhandene native Kinase ihre Funktion erfu¨llen
kann, sodass die erhaltenen Sta¨mme Keimlingsinteraktionen aufweisen und sich wie der Wild-
typ entwickeln. Wenn die permanente Membranassoziation von MAK-2-GFP-CAAX einen Ein-
fluss auf SO, weitere an der Kommunikation zwischen Keimlingen beteiligten Proteine (inklusive
der nativen MAK-2 Kinase) oder sonstiger Faktoren hat, wurde eine Reduktion oder ein vo¨lliger
Abbruch der Keimlingsinteraktionen erwartet, die mo¨glicherweise mit weiteren Entwicklungsde-
fiziten einhergehen ko¨nnten. Die erhaltenen Sta¨mme wurden daher auf ihre vegetativen Merk-
male La¨ngenwachstum, Bildung von Sporen und Lufthyphen und die Keimlingsinteraktionen un-
tersucht und mit dem Wildtyp-Stamm N1-01 verglichen. Die beschriebenen Merkmale wurden
in dem Stamm MT-17-353 (pmak-2-mak-2-gfp-caax, Herstellung Abschnitt 3.3.1) und dem ent-
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sprechenden Kontrollstamm MT-27-358 (pmak-2-mak-2-gfp-saax, Herstellung Abschnitt 3.3.2)
untersucht. Da vieles auf einen schnellen Abbau von MAK-2-GFP-CAAX in Keimlingen hin-
deutet (Abschnitt 3.3.1 und 3.3.5), wurden die Sta¨mme MT-19-378 (ptef-1-mak-2-gfp-caax,
Herstellung Abschnitt 3.3.1) und MT-49-361 (ptef-1-mak-2-gfp-saax, matA; Herstellung Ab-
schnitt 3.3.2), die mak-2-gfp-c/saax mit Hilfe des starken tef-1-Promotors u¨berexprimieren,
ebenfalls in die Untersuchungen mit einbezogen. Falls die permanente Membranlokalisa-
tion von MAK-2 einen Einfluss auf Keimlingsinteraktionen oder die allgemeine vegetative
Entwicklung der Sta¨mme haben sollte, wurde eine Versta¨rkung dieser Effekte durch eine
U¨berexpression von mak-2-gfp-caax erwartet.
Die Inkubation der untersuchten Sta¨mme in Ro¨hrchen zeigte keine offensichtlichen Entwick-
lungsunterschiede zwischen den Sta¨mmen (Abbildung 3.24A). Erst genauere Untersuchungen
des La¨ngenwachstums zeigten, dass der Stamm MT-19-378, in dem die membrangebundene
MAK-2-Kinase u¨berexprimiert wird, leichte Wachstumsdefizite im Vergleich zum Wildtyp N1-01
aufweist ((p≤0,01). Wa¨hrend der Wildtyp im Durchschnitt 6,4 (±0,4) cm pro Tag wa¨chst, ist die
Wachstumsrate in dem Stamm MT-19-378 (ptef-1-mak-2-gfp-caax) mit einem durchschnittli-
chen Wachstum von 5,3 (±0,2) cm pro Tag im Vergleich zum Wildtyp um fast 20 % reduziert.
Im Gegensatz dazu zeigte der Stamm MT-17-353, in dem mak-2-gfp-caax mit Hilfe des na-
tiven Promotors exprimiert wird, mit einem durchschnittlichen Wachstum von 5,7 (±0,3) cm
pro Tag keine signifikanten A¨nderung im Wachstumsverhalten im Vergleich zum Wildtyp.
Auch die saax-Kontrollsta¨mme MT-27-358 (pmak-2-mak-2-gfp-saax) und MT-49-361 (ptef-1-
mak-2-gfp-saax, matA) zeigten mit einem durchschnittlichen Wachstum von 6,3 (±0,2) und
6,6 (±0,5) cm pro Tag wie erwartet keine signifikanten Unterschiede zum Wildtyp (3.24B).
Die La¨nge der gebildeten Lufthyphen lag in allen untersuchten Sta¨mmen zwischen durch-
schnittlich 11,4 (±1,1)mm (MT-17-353) und 12,5 (±1,4)mm (N1-01) pro Tag, wobei in kei-
nem der Sta¨mme ein signifikanter Unterschied zum Wildtyp beobachtet wurde (3.24C). Auch
bei der Bildung von Konidien wurde mit durchschnittlich von 21,3 (±4,4) ·107 (N1-01) bis zu
28,3 (±7,7) ·107 (MT-17-353) Konidien pro Ro¨hrchen kein signifikanter Unterschied der unter-
suchten Sta¨mme zum Wildtyp beobachtet (3.24D). Insgesamt zeigen die Sta¨mme MT-17-353
(pmak-2-mak-2-gfp-caax) und MT-19-378 (ptef-1-mak-2-gfp-caax) ein sehr a¨hnliches Verhal-
ten wie der Wildtyp. Lediglich die Wachstumsrate des Stammes MT-19-378 (ptef-1-mak-2-
107
3. Ergebnisse
gfp-caax) ist im Vergleich zum Wildtyp leicht reduziert. Es wurde bereits zuvor beobachtet,
dass einige partielle Fusionsmutanten im Vergleich zum Wildtyp reduziertes La¨ngenwachstum
aufweisen [Dettmann et al., 2013], was ein Hinweis darauf sein ko¨nnte, dass auch die Keim-
linge des Stammes MT-19-378 (ptef-1-mak-2-gfp-caax) reduzierte Interaktionen aufweisen
ko¨nnten.
Abbildung 3.24.: Quantifizierung von makroskopischen Merkmalen der Sta¨mme MT-17-353 und
MT-19-378
A) In Kulturro¨hrchen wachsende Sta¨mme MT-17-353 (pmak-2-mak-2-gfp-caax) und MT-19-378 (ptef-1-
mak-2-gfp-caax) unterscheiden sich ebenso wie die Kontrollsta¨mme MT-27-358 (pmak-2-mak-2-
gfp-saax,) und MT-49-361 (ptef-1-mak-2-gfp-saax,) makroskopisch nicht vom Wildtyp N1-01. Quanti-
fizierungen der untersuchten Merkmale B) lineares Wachstum, C) Bildung von Lufthyphen und D) der
Menge gebildeter Sporen zeigen keine Unterschiede zwischen den untersuchten Sta¨mmen. Alle Feh-
lerbalken repra¨sentieren die Standardabweichungen aus 5 unabha¨ngig voneinander durchgefu¨hrten
Experimenten.
Um die Anzahl der Keimlingsinteraktionen zu quantifizieren wurden interagierende und nicht-
interagierende Keimlinge der untersuchten Sta¨mme in Keimlingsassays nach 4 und nach 6
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Stunden ausgeza¨hlt (Abbildung 3.25A). Statistische Analysen der Daten zeigten, dass die
meisten Keimlinge sich nach 4 Stunden bereits in Interaktionen befanden, und die jeweiligen
Werte sich nach 6 Stunden nicht mehr signifikant vera¨nderten. Die Quantifizierung interagieren-
der Keimlinge des Stammes MT-19-378 (ptef-1-mak-2-gfp-caax) zeigte, dass die Anzahl vor-
handener Interaktionen im Vergleich zum Wildtyp um etwa 20 % reduziert sind. Wa¨hrend sich
nach 6 Stunden Inkubationszeit im Wildtyp-Stamm N1-01 etwa 90 (±2) % der Keimlinge in ei-
ner gerichteten Interaktion befinden, zeigen in dem Stamm MT-19-378 (ptef-1-mak-2-gfp-caax)
nur etwa 71 (±8) % der Keimlinge gerichtetes Wachstum zu einem Interaktionspartner. Die
Sta¨mme MT-17-353 und MT-27-358, in denen mak-2-gfp-caax bzw. mak-2-gfp-saax unter der
Kontrolle des nativen Promotors exprimiert wird, zeigen dagegen keinerlei Einschra¨nkungen in
ihren gerichteten Interaktionen. Der Stamm MT-49-361 (ptef-1-mak-2-gfp-saax, matA) zeigt mit
84% interagierenden Keimlingen nach 4 Stunden Inkubationszeit im Vergleich zum Wildtyp eine
Reduktion der Interaktionen um etwa 11%. Nach 6 Stunden Inkubationszeit ist kein signifikanter
Unterschied zum Wildtyp mehr feststellbar, was zusammen mit der mit dem Wildtyp vergleich-
baren Entwicklung aller betrachteten Merkmale darauf hindeutet, dass MAK-2-GFP-SAAX kei-
nen biologisch signifikanten Einfluss auf die Keimlingsinteraktionen und allgemeine vegetative
Entwicklung ausu¨bt.
Wa¨hrend der Mikroskopie fu¨r die Quantifizierung der Keimlingsinteraktionen wurde bereits
deutlich, dass Keimlinge des Stammes MT-19-378 (ptef-1-mak-2-gfp-caax) neben der quantita-
tiven Reduktion auch eine qualitative Vera¨nderung der Interaktionen zeigen. Im Wildtyp passen
interagierende Keimlinge ihre Wachstumsrichtung aneinander an und beru¨hren sich schließlich
mit einem Spitze-zu-Spitze-Kontakt (Abbildung 3.25D, linkes Bild). Direkt nach der Beru¨hrung
wird das Wachstum eingestellt und die Zellen fu¨r die Fusion vorbereitet [Leeder et al., 2011].
In dem Stamm MT-19-378 (ptef-1-mak-2-gfp-caax) wurden zusa¨tzlich zu den beschriebenen
Beru¨hrungspunkten auch immer wieder auffa¨llige Zellkontakte beobachtet, bei denen die be-
troffenen Keimlinge ihr Wachstum nach der Beru¨hrung nicht einstellen. Die Keimschla¨uche
wachsen aneinander weiter, wobei sie sich teilweise umeinander drehen (Abbildung 3.25D,
mittleres und rechtes Bild). Ein a¨hnlicher Pha¨notyp wurde in N. crassa fu¨r die Ergosterol-
Mutante ∆erg-2 beschrieben. Der fu¨r diese Mutante charakteristische Pha¨notyp sich umeinan-
derwickelnder Keimlinge wurde als twisted phenotype bezeichnet, weshalb diese Bezeichnung
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fu¨r sich verdrehende Keimlinge des Stammes MT-19-378 (ptef-1-mak-2-gfp-caax) aufgrund
morphologischer A¨hnlichkeiten u¨bernommen wurde [Weichert et al., 2016]. Um die Defekte
des Stammes MT-19-378 (ptef-1-mak-2-gfp-caax) wa¨hrend der Keimlingsinteraktion genauer
zu beschreiben wurde der Anteil interagierender Keimlinge bestimmt, der den twisted pheno-
type aufweist. Die Quantifizierung zeigte, dass nach 4 bzw. 6 Stunden Inkubationszeit etwa 22
bzw. 45 % der Keimlinge den twisted phenotype aufweisen. Die Erho¨hung dieses Wertes nach
einer la¨ngeren Inkubationszeit ist vermutlich darauf zuru¨ckzufu¨hren, dass der Pha¨notyp bei
la¨ngeren Keimschla¨uchen einfacher erkannt wird. Im Gegensatz dazu weisen Keimlinge des
Wildtyps, des Stammes MT-17-353 (pmak-2-mak-2-gfp-caax) und der saax-Kontrollsta¨mme
nach 4 und 6 Stunden Inkubationszeit a¨hnliche Anteile des twisted phenotype im Bereich von
etwa 3 bis 6 % auf (3.25B und C).
Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass die U¨berexpression von mak-2-gfp-caax im Wildtyp-
Hintergrund einen dominant negativen Effekt auf Quantita¨t und Qualita¨t der Keimlingsinterak-
tionen ausu¨bt und zu einer Reduktion des vegetatives La¨ngenwachstum fu¨hrt. Dieser Effekt
ha¨ngt mit der Menge der an der Membran gebundenen Kinase ab, da dieser Effekt nicht in
Sta¨mmen auftritt, die mak-2-gfp-caax mit Hilfe des schwa¨cheren nativen Promotors exprimie-
ren. In fluoreszenzmikroskopischen Analysen wurde MAK-2-GFP-CAAX an den Membranen
von Keimlingen der untersuchten Sta¨mme visualisiert, und die unterschiedlichen Mengen des
Fusionsproteins besta¨tigt (Abbildung 3.14A und D). Diese Ergebnisse besta¨tigen die Vermu-
tung, dass die Dissoziation von MAK-2 von der Plasmamembran eine wichtige Rolle fu¨r die
Regulation oder Interaktion mit anderen an der Zellkommunikation beteiligten Faktoren spielt.
3.3.5. Membranverankerung fu¨hrt zu einer Hyperphosphorylierung von
MAK-2-GFP-CAAX
Die subzellula¨re Dynamik von MAK-2 ist in interagierenden Keimlingen essentiell fu¨r die Funk-
tion der Kinase. Eine ku¨nstlich an die Plasmamembran dirigierte und auf dieses Kompartiment
beschra¨nkte Kinasevariante MAK-2-GFP-CAAX kann die Funktion der nativen Kinase im De-
letionshintergrund nicht u¨bernehmen und fu¨hrt bei U¨berexpression im Wildtyp-Hintergrund zu
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Abbildung 3.25.: Quantifizierung der Keimlingsinteraktionen und untypischen Zellkontakte in
den Sta¨mmen MT-17-353 und MT-19-378
Quantifizierungen der Keimlingsinteraktionen (A) und dem Auftreten des twisted phenotype an den Kon-
taktstellen sich beru¨hrender Keimlinge (B) in den Sta¨mmen N1-01 (Wildtyp), MT-17-353 (pmak-2-mak-2-
gfp-caax), MT-27-371 (pmak-2-mak-2-gfp-saax), MT-19-378 (ptef-1-mak-2-gfp-caax) und MT-49-361
(ptef-1-mak-2-gfp-saax) nach 4 und nach 6 Stunden Inkubationszeit auf Minimalmedium. Alle Fehler-
balken geben die Standardabweichungen aus 4-5 unabha¨ngigen Experimenten an, in denen jeweils
zwischen 104 bis 149 (A) bzw. 72 bis 138 Keimlinge (B) geza¨hlt wurden. C) Exemplarische Ausschnitte
der Durchlicht-Mikroskopie zeigen interagierende Keimlinge der untersuchten Sta¨mme nach 6 Stunden
Inkubationszeit. Gewo¨hnliche Zellkontakte sind mit einem Sternchen gekennzeichnet, wa¨hrend Zellkon-
takte die den twisted phenotype aufweisen mit Pfeilspitzen markiert sind. Maßstab: 25µm. D) Links: typi-
scher Zellkontakt zwischen zwei Keimlingen des Wildtyp-Stamms N1-01 (Sternchen). Mitte: zwei Keim-
linge des Stammes MT-19-378 (ptef-1-mak-2-gfp-caax) beru¨hren sich, wachsen aber aneinander weiter
(Pfeilspitze), wodurch es zu dem twisted phenotype kommt. Rechts: Mehrere Keimlinge des Stammes
MT-19-378 (ptef-1-mak-2-gfp-caax) initiieren durch Keimlingsinteraktionen ein Netzwerk, wobei rechts




einer Reduktion der Keimlingsinteraktionen und vera¨nderten Zellkontakten. Diese Ergebnis-
se betonen, wie wichtig es fu¨r die Zelle ist, die subzellula¨re Lokalisation von MAK-2 fein zu
regulieren, und heben den engen Zusammenhang zwischen der Lokalisation und der Funkti-
on der Kinase hervor. Die Funktion von MAP-Kinasen besteht in der Regel darin, durch die
Phosphorylierung von Zielproteinen eine Zellantwort auszulo¨sen. Damit die MAP-Kinasen ihre
Zielproteine phosphorylieren ko¨nnen, mu¨ssen sie zuvor selbst durch eine Phosphorylierung
durch die MAP Kinase Kinase des MAP-Kinasen-Moduls aktiviert werden. Es besteht also bei
MAP-Kinasen auch ein enger Zusammenhang zwischen der Funktion und der Aktivita¨t der
Kinasen. Um einen Zusammenhang zwischen der Aktivita¨t und der Lokalisierung genauer zu
untersuchen, wurde in dieser Studie der Aktivierungsstatus der misslokalisierten Kinasevari-
ante MAK-2-GFP-CAAX untersucht. Da diese membranverankerte Kinasevariante nicht funk-
tional ist, wurde vermutet, dass die Restriktion an der Plasmamembran eine Phosphorylierung
der Kinase und somit ihre Aktivierung durch die ra¨umliche Trennung von der cytoplasmati-
schen MAPKK MEK-2 (Abschnitt 3.2.2) verhindern ko¨nnte. Um diese Hypothese zu testen,
wurde der Phosphorylierungsstatus von MAK-2-GFP-CAAX in einem Immunoblot ermittelt (Ab-
bildung 3.26). Als Probe dienten Gesamtproteinextrakte der Test- und Kontrollsta¨mme, die aus
reifen Hyphen in Schu¨ttelkulturen extrahiert wurden, also unter Bedingungen, in denen wenig
Zellinteraktionen stattfinden. Aktiviertes MAK-2 oder MAK-2-GFP-CAAX wurde anschließend
u¨ber die Reaktion mit einem Anti-Phospho-Antiko¨rper detektiert, der spezifisch phosphorylier-
tes, aber nicht unphosphoryliertes MAK-2 oder MAK-2-GFP-S/CAAX erkennt. Zur Kontrolle
wurde dieselbe Membran nach dem Abwaschen der jeweiligen Antiko¨rper mit anti-GFP- und
anti-Tubulin-Antiko¨rpern behandelt. Der anti-GFP-Antiko¨rper detektiert dabei sowohl phospho-
ryliertes als auch nicht-phosphoryliertes MAK-2-GFP und MAK-2-GFP-SAAX und dient somit
dazu die Gesamtmenge der entsprechenden GFP-Fusionsproteine in den Teststa¨mmen zu
vergleichen. Tubulin gilt als Haushaltsprotein und dient dazu abzuscha¨tzen, ob in allen Spuren
vergleichbare Mengen Gesamtproteinextrakt eingesetzt wurden.
Als Teststa¨mme wurden die Sta¨mme MT-19-378 (ptef-1-mak-2-gfp-caax) und MT-22-640 ein-
gesetzt, die mak-2-gfp-caax unter der Kontrolle des tef-1-Promotors im Wildtyp- und im mak-2-
Deletions-Hintergrund exprimieren. Als Kontrollsta¨mme dienten außer dem Wildtyp N1-01 noch
die saax-Kontrollsta¨mme MT-49-361 (ptef-1-mak-2-gfp-saax, matA) und MT-39-381 (ptef-1-
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mak-2-gfp-saax, ∆mak-2). Die Reaktion mit dem anti-Phospho-Antiko¨rper zeigte entgegen
unseren Erwartungen, dass MAK-GFP-CAAX sowohl im Wildtyp- (Spur 2) als auch mak-2-
Deletions-Hintergrund (Spur 4) verglichen mit MAK-2-GFP-SAAX in den jeweiligen saax-
Kontrollsta¨mmen (Spuren 3 und 5) hyperphosphoryliert vorliegt. Gleichzeitig zeigt die Reaktion
mit dem anti-GFP-Antiko¨rper, in der sowohl phosphoryliertes als auch nicht-phosphoryliertes
MAK-2-GFP-CAAX bzw. MAK-2-GFP-SAAX detektiert werden, dass MAK-2-GFP-CAAX (Spu-
ren 2 und 4) in viel geringeren Mengen vorhanden ist als MAK-2-GFP-SAAX (Spuren 3 und
5). Dies besta¨tigt unsere vorherigen Beobachtungen, dass MAK-2-GFP-SAAX in der Zelle
schnell abgebaut wird. Setzt man den Phosphorylierungsstatus der MAK-2-Fusionsproteine
in Relation zu der Vorhanden Menge der Proteine, so wird die Hyperphosphorylierung von
MAK-2-GFP-CAAX im Vergleich zu MAK-2-GFP-SAAX noch deutlicher. Der Wildtyp-Stamm
N1-01 weist kein MAK-2-GFP-C/SAAX-Fusionsprotein auf und zeigt entsprechend auch we-
der mit dem anti-Phospho-Antiko¨rper, noch mit dem anti-GFP-Antiko¨rper Banden fu¨r das
Fusionsprotein (Spur 1). In der anti-Phospho-Reaktion werden im Wildtyp dagegen aktivier-
tes natives MAK-2 und die MAP-Kinase MAK-1 detektiert (Spur 1). Eine Bande der nativen
MAK-2-Kinase taucht außerdem in den Sta¨mmen MT-19-378 (ptef-1-mak-2-gfp-caax) und
MT-49-361 (ptef-1-mak-2-gfp-saax, matA) auf, wobei die Intensita¨t dieser Bande sehr varia-
bel ist und schwa¨cher oder genauso stark wie im Wildtyp ausfallen kann (Spuren 2 und 3). Die
Sta¨mme MT-22-640 (ptef-1-mak-2-gfp-caax, ∆mak-2) und MT-39-381 (ptef-1-mak-2-gfp-saax,
∆mak-2), die MAK-2-GFP-CAAX bzw. SAAX im ∆mak-2-Hintergrund exprimieren, weisen er-
wartungsgema¨ß keine native MAK-2-Bande auf (Spuren 4 und 5).
Die unerwartete Beobachtung, dass nicht funktionales MAK-2-GFP-CAAX an der Membran hy-
perphosphoryliert vorliegt, fu¨hrte zu der Vermutung, dass es sich hierbei um einen Artefakt wie
Autophosphorylierung der Kinase handeln ko¨nnte. Um diese Mo¨glichkeit zu untersuchen, wur-
de ein Stamm hergestellt, der mak-2-gfp-caax im Deletionshintergrund des fu¨r die MAPKK
kodierenden Gens mek-2 exprimiert. Hierzu wurde das Plasmid p25(ptef-1-mak-2-gfp-caax
hergestellt und in den Stamm N2-41 (∆mek-2) transformiert. Sporen von 10 erhaltenen Trans-
formanten wurden auf ihre Fluoreszenz untersucht und der Stamm MT-41-275 (ptef-1-mak-2-
gfp-caax, ∆mek-2),der das intensivste Fluoreszenzsignal aufwies, behalten. Da die Sporen
eine ungleichma¨ßige Fluoreszenz aufwiesen, wurde der Stamm u¨ber eine Einzelsporisolierung
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aufgereinigt und Sporen von 5 Einzelsporisolaten auf ihre Fluoreszenz u¨berpru¨ft. Der Stamm
MT-41-384 (ptef-1-mak-2-gfp-caax, ∆mek-2) mit der besten Fluoreszenz wurde fu¨r weitere
Analysen behalten.
Abbildung 3.26.: Membranrekrutierung von MAK-2 fu¨hrt zur Hyperphosphorylierung der Kinase
Exemplarisches Bild einer Western-Blot-Analyse von Proteinextrakten der Sta¨mme N1-01 (Wild-
typ), MT-19-378 (ptef-1-mak-2-gfp-caax), MT-49-361 (ptef-1-mak-2-gfp-saax), MT-22-640 (ptef-1-
mak-2-gfp-caax, ∆mak-2), MT-39-381 (ptef-1-mak-2-gfp-saax, ∆mak-2) und MT-41-384 (ptef-1-mak-2-
gfp-caax,∆mek-2) aus Schu¨ttelkulturen nach 20 Stunden Inkubationszeit bei 30◦C. Der Antiko¨rper Anti-
phospho-p44/42 weist spezifisch die phosphorylierte Form von MAK-2(-GFP-C/SAAX) nach, wa¨hrend
der Antiko¨rper Anti-GFP alle GFP-Fusionskonstrukte nachweist. Der Anti-Tubulin-Antiko¨rper erkennt das
Haushaltsprotein β-Tubulin.
Um zu zeigen, dass die Hyperphosphorylierung von MAK-2-GFP-CAAX tatsa¨chlich durch die
MAPKK MEK-2 vermittelt wird, wurde der Phosphorylierungsstatus von MAK-2-GFP-CAAX in
dem Stamm MT-41-384 (ptef-1-mak-2-gfp-caax, ∆mek-2) u¨berpru¨ft. Dieser Stamm entha¨lt
das mak-2-gfp-caax-Konstrukt im ∆mek-2-Hintergrund. Die Reaktion mit dem anti-GFP-
Antiko¨rper zeigte, dass MAK-2-GFP-CAAX vorhanden ist (Spur 6). Die fehlende MAK-2-
GFP-CAAX-Bande in der anti-Phospho-Antiko¨rperreaktion (Spur 6) zeigt daher zuverla¨ssig,
dass MEK-2 notwendig fu¨r die Hyperphosphorylierung von MAK-2-GFP-CAAX ist. Daraus
la¨sst sich folgern, dass die Hyperphosphorylierung von MAK-2-GFP-CAAX wie fu¨r ande-
re MAP-Kinasen beschrieben durch die MAP-Kinasen-Kaskade-Komponenten MEK-2 und
NRC-1 durchgefu¨hrt wird. Die Antiko¨rperreaktion mit dem anti-Tubulin Antiko¨rper weist in al-
114
3.3. Artifizielle Missrekrutierung von Komponenten der MAP-Kinasen-Kaskade
len Sta¨mmen gleichma¨ßig intensive Banden auf und zeigt, dass in allen Proben vergleichbare
Mengen Gesamtprotein eingesetzt wurden.
Zusammengefasst zeigen die erhaltenen Ergebnisse, dass die permanent membrangebunde-
ne Kinasevariante MAK-2-GFP-CAAX nicht funktional ist und bei U¨berexpression im Wildtyp-
Hintergrund eine negativen Einfluss auf die Kommunikation zwischen interagierenden Keim-
lingen ausu¨bt. Diese Ergebnisse besta¨tigen den erwarteten engen Zusammenhang zwischen
der Lokalisation und der Funktion der Kinase. Entgegen unseren Erwartungen liegt das nicht-
funktionale MAK-2-GFP-CAAX an der Plasmamembran hyperphosphoryliert vor. Hieraus wird
auch ein deutlicher Zusammenhang zwischen der Lokalisation und der Aktivita¨t der Kinase
ersichtlich. Obwohl MAK-2-GFP-CAAX an der Membran aktiviert vorliegt, kann die Kinase
aufgrund ra¨umlicher Restriktionen die Funktion nicht erfu¨llen und u¨bt im Wildtyp-Hintergrund
daru¨ber hinaus einen negativen Effekt auf den Gesamtprozess der Zellkommunikation aus. Der
bereits zuvor beobachtete schnelle Abbau der membrangebundenen Kinase wurde in diesen
Experimenten besta¨tigt, und es wurde gezeigt, dass die Phosphorylierung von MAK-2 abha¨ngig
von der MAPKK MEK-2 ist.
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3.3.6. Membrangebundenes MEK-2-GFP-CAAX komplementiert den
Deletionspha¨notyp der ∆mek-2-Mutante partiell
In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass eine permanente Missrekrutierung von MAK-2-GFP-CAAX
an die Plasmamembran zu einer Hyperhosphorylierung der Kinase fu¨hrt (Abschnitt 3.3.5). Ob-
wohl eine Aktivierung von MAK-2 durch Phoshorylierung notwendig fu¨r die Funktion der Kinase
ist, ist dies alleine nicht ausreichend zur Ausu¨bung ihrer Funktion. Die hyperphosphorylier-
te Kinasevariante MAK-2-GFP-CAAX u¨bernimmt die Funktion der nativen Kinase nicht. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass die subzellula¨re Dynamik von MAK-2 ebenfalls eine essen-
tielle Rolle fu¨r die Funktion der Kinase spielt.
Untersuchungen in der Hefe S. cerevisiae haben zuvor gezeigt, dass eine zu MAK-2 homologe
Kinase Fus3 nach ihrer Aktivierung versta¨rkt im Zellkern lokalisiert. Dort reguliert sie den Tran-
skriptionsfaktor Ste12 und phosphoryliert weitere Zielproteine [Blackwell et al., 2007], was zur
A¨nderung der Expression von u¨ber 200 Mating spezifischen Genen fu¨hrt [Roberts et al., 2000].
In N. crassa lokalisiert MAK-2 ebenfalls im Nukleus (Abschnitt 3.2.1), wobei eine A¨nderung in
der Lokalisation wa¨hrend der Keimlingsinteraktionen nicht genauer untersucht wurde.Dennoch
deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass die Membranrestriktion von MAK-2-GFP-CAAX die
Translokation der Kinase in den Zellkern und somit die Anpassung der Genexpression verhin-
dert, die fu¨r die Zell-Zell-Kommunikation essentiell ist.
Die MAK-2 vorangestellte MAPKK MEK-2 aus N. crassa, die wa¨hrend der Signalweiterleitung
vermutlich MAK-2 phosphoryliert und somit aktiviert (Abschnitt 3.3.5, Maerz et al. [2008]), zeigt
wa¨hrend der Keimlingsinteraktion eine a¨hnliche subzellula¨re Dynamik wie MAK-2, bleibt im Ge-
gensatz zu dieser aber in Keimlingen und reifen Hyphen aus den Zellkernen ausgeschlossen.
Eine regulatorische Funktion im Zellkern wird daher fu¨r MEK-2 nicht erwartet. Um die Rolle der
subzellula¨ren Dynamik des MAP-Kinasen-Moduls genauer zu entschlu¨sseln, wurde deshalb im
Rahmen dieser Arbeit die MAPKK MEK-2 u¨ber einen CAAX-Anker permanent an die Plasma-
membran gebunden. Diese ku¨nstlich misslokalisierte Kinasevariante MEK-2-GFP-CAAX wurde
im Wildtyp- und im mek-2-Deletionshintergrund exprimiert und der Einfluss auf die allgemeine
Entwicklung und die Keimlingsinteraktionen im Speziellen untersucht.
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Um mek-2-gfp-caax mit Hilfe des nativen Promotors in der ∆mek-2 Mutante zu exprimie-
ren, wurde das Plasmid p45 (pmek-2-mek-2-gfp-caax) hergestellt und in den Stamm N2-41
(∆mek-2, his-3-) transformiert. Sporen von 11 Transformanten wurden auf ihre Fluoreszenz un-
tersucht und der Stamm MT-42-279 (pmek-2-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2) mit einem schwachen
aber sichtbaren Fluoreszenzsignal fu¨r weitere Analysen verwendet. Da Lokalisationsstudien
von MEK-2-GFP-Fusionsproteinen mit dem nativen mek-2-Promotor in Keimlingen bisher nicht
erfolgreich waren (Abschnitt 3.1.2), wurden alle hier erstellten mek-2-gfp(-caax)-Konstrukte
zusa¨tzlich mit Hilfe des starken tef-1-Promotors exprimiert. Hierzu wurden die Plasmide p48
und p49 (ptef-1-mek-2-gfp-caax) hergestellt und in den Stamm N2-41 (∆mek-2, his-3-) trans-
formiert. Es wurden Sporen von 15 bzw. 5 erhaltenen Transformanten auf ihre Fluoreszenz
u¨berpru¨ft, und die Sta¨mme MT-43-286 und MT-43-287 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2) mit
dem jeweils sta¨rksten Fluoreszenzsignal fu¨r weitere Untersuchungen behalten. Zur Kontrol-
le wurden Sta¨mme hergestellt, die mek-2-gfp mit Hilfe des nativen bzw. des starken tef-1-
Promotors im ∆mek-2-Hintergrund exprimieren. Hierzu wurden die Plasmide p39 (pmek-2-
mek-2-gfp) und p54 (ptef-1-mek-2-gfp) hergestellt und in den Stamm N2-41 (∆mek-2, his-3-)
transformiert. Sporen von 10 bzw. 3 Transformanten wurden auf ihre Fluoreszenz untersucht
und die Sta¨mme MT-44-420 (pmek-2-mek-2-gfp, ∆mek-2) bzw. MT-45-423 (ptef-1-mek-2-gfp,
∆mek-2) fu¨r weitere Analysen verwendet.
Die Lokalisation von MEK-2-GFP-CAAX wurde in Keimlingen und reifen Hyphen der
Sta¨mme MT-42-279 (pmek-2-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2) bzw. MT-43-286 (ptef-1-mek-2-
gfp-caax, ∆mek-2) untersucht und mit der Lokalisation von MEK-2-GFP in den Kon-
trollsta¨mmen MT-44-420 (pmek-2-mek-2-gfp, ∆mek-2) bzw. MT-45-423 (ptef-1-mek-2-gfp,
∆mek-2) verglichen. In Keimlingen der Sta¨mme MT-44-420 und MT-42-279, die mek-2-
gfp(-caax) mit Hilfe des nativen Promotors exprimieren, war das Fluoreszenzsignal zu schwach
fu¨r eine Lokalisierung der Fusionsproteine. In diesen beiden Sta¨mmen wurde die Lokalisie-
rung von MEK-2-GFP(-CAAX) daher in reifen Hyphen durchgefu¨hrt. Wie erwartet lokalisiert
MEK-2-GFP-CAAX u¨berall an der Plasmamembran (Abbildung 3.27B), wa¨hrend MEK-2-GFP
schwach cytoplasmatisch zu sehen ist und stark um die Septenpore herum akkumuliert (Ab-
bildung 3.27A). Die Expression von mek-2-gfp(-caax) mit Hilfe des tef-1-Promotors fu¨hrte so-
wohl in Keimlingen als auch in Hyphen zu einem starken Fluoreszenzsignal. Wa¨hrend MEK-2-
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GFP-CAAX in Hyphen und in nicht-interagierenden Keimlingen des Stammes MT-43-286
(ptef-1-mek-2-gfp-caax,∆mek-2) deutlich an der Plasmamembran lokalisiert (Abbildung 3.27D
und F), liegt MEK-2-GFP in dem Stamm MT-45-423 (ptef-1-mek-2-gfp, ∆mek-2) cytoplasma-
tisch vor und akkumuliert um die Septenpore (Abbildung 3.27C und E). Dabei ist MEK-2-GFP
wie zuvor beschrieben aus dem Zellkern ausgeschlossen, wie an den schwarzen Aussparun-
gen zu erkennen ist (Abschnitt 3.2.2 und Abbildung 3.27C und E). In interagierenden Keimlin-
gen des Stammes MT-45-423 (ptef-1-mek-2-gfp,∆mek-2) wird MEK-2-GFP oszillierend an die
Spitzen der Keimlinge rekrutiert und akkumuliert nach Herstellung des Zell-Zell-Kontakts am
Beru¨hrungspunkt (Abbildung 3.28).
Abbildung 3.27.: Promotorabha¨ngige Lokalisation von MEK-2-GFP und MEK-2-GFP-CAAX in Hy-
phen und nicht-interagierenden Keimlingen
A) MEK-2-GFP lokalisiert in reifen Hyphen des Stammes MT-44-420 (pmek-2-mek-2-gfp, ∆mek-2)
leicht cytoplasmatisch und akkumuliert an den Septen. B) In dem Stamm MT-42-279 (pmek-2-mek-2-
gfp-caax, ∆mek-2) lokalisiert MEK-2-GFP-CAAX an der Plasmamembran untersuchter Hyphen. C und
E) In dem Stamm MT-45-423 (ptef-1-mek-2-gfp, ∆mek-2) lokalisiert MEK-2-GFP cytoplasmatisch und
ist aus den Zellkernen ausgeschlossen. In reifen Hyphen akkumuliert MEK-2-GFP um die Septenpore.
D und F) In reifen Hyphen und Keimlingen des Stammes MT-43-286 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2)
lokalisiert MEK-2-GFP-CAAX deutlich an der gesamten Plasmamembran. Maßstab: 10µm.
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Abbildung 3.28.: MEK-2-GFP oszilliert im ∆mek-2-Hintergrunde an den Spitzen interagierender
Keimlinge
Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen des Stammes MT-45-423 (ptef-1-mek-2-gfp, ∆mek-2)
zeigen, dass MEK-2-GFP oszillierend an den Spitzen interagierender Keimlinge lokalisiert. Wa¨hrend
MEK-2-GFP zu beginn der Zeitreihe an der Spitze des rechten Keimlings akkumuliert, ist nach 4 Mi-
nuten ein starkes Fluoreszenzsignal an der Spitze des linken Keimlings zu sehen. Nach weiteren drei
Minuten ist MEK-2-GFP wieder an der Spitze des rechten Keimlings zu sehen. Nachdem die Keimlinge
sich beru¨hren akkumuliert MEK-2-GFP an der Kontaktstelle (weiße Pfeile). Maßstab: 5µm.
Nachdem die erwartete Membranlokalisation von MEK-2-GFP-CAAX in den Sta¨mmen
MT-42-279 (pmek-2-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2) und MT-43-286 (ptef-1-mek-2-gfp-caax,
∆mek-2) fluoreszenzmikroskopisch besta¨tigt wurde, sollte untersucht werden, ob die ku¨nstlich
membrangebundene Kinasevariante die Funktion der nativen MAPKK MEK-2 ersetzen kann.
Hierzu wurden charakteristische Merkmale der ∆mek-2-Mutante in den mek-2-gfp-caax-
exprimierenden Sta¨mme untersucht und mit den Kontrollsta¨mmen verglichen. Es wurde erwar-
tet, dass die untersuchten Merkmale in den mek-2-gfp-caax-exprimierenden Sta¨mmen ganz
oder partiell komplementiert werden, wenn die membrangebundene Kinase die Funktion der
nativen Kinase ganz oder partiell u¨bernehmen kann. Einen ersten Hinweis auf eine mo¨gliche
Komplementation der Defekte der∆mek-2-Mutante kann dabei bereits der makroskopische
Pha¨notyp geben. Wa¨hrend die∆mek-2-Mutante flach auf dem Agar wa¨chst, bilden der Wildtyp
und die mek-2-gfp-Kontrollsta¨mme ein typisches Luftmyzel aus (Abbildung 3.29A). Der ma-
kroskopische Pha¨notyp der mek-2-gfp-caax-Sta¨mme befindet sich dazwischen: besonders die
Sta¨mme MT-43-286 und MT-43-287 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2), zwei Transformanten
mit identischem Genotyp, bilden im Gegensatz zum Wildtyp reduzierte Lufthyphen aus und
weisen ein vera¨ndertes Sporulationsmuster auf (Abbildung 3.29A). Um diese partielle Komple-
119
3. Ergebnisse
mentation der mek-2-Defekte genauer zu beschreiben, wurden die makroskopischen Merkmale
La¨ngenwachstum, sowie die Bildung von Lufthyphen und Sporen quantifiziert.
Eine genaue Untersuchung des La¨ngenwachstums zeigte, dass der Wildtyp mit durchschnitt-
lich 9,7 ± 0,3 cm am Tag das schnellste Wachstum aufweist, wa¨hrend der ∆mek-2-Stamm
mit etwa 3,1 ± 0,3 cm/Tag am langsamsten wa¨chst. Interessanterweise wachsen die mek-2-
gfp-exprimierenden Kontrollsta¨mme MT-44-420 (pmek-2-mek-2-gfp, ∆mek-2) und MT-45-423
(ptef-1-mek-2-gfp, ∆mek-2) statistisch gesehen signifikant langsamer als der Wildtyp (p≤0,01)
und vergleichbar schnell wie der Stamm MT-42-279 (pmek-2-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2),
der mit etwa 8,9 ± 0,2 cm/Tag ein fast dreimal so schnelles Wachstum wie die mek-2-
Deletionsmutante aufweist (p≤0,001). Die Sta¨mme MT-43-286 und MT-43-287 (ptef-1-mek-2-
gfp-caax, ∆mek-2) wachsen mit etwa 7,4 ± 0,3 cm/Tag signifikant langsamer als der Stamm
MT-42-279, der mek-2-gfp-caax mit Hilfe des nativen Promotors exprimiert (p≤0,001), aber
mehr als doppelt so schnell wie der ∆mek-2-Stamm N3-15 (p≤0,001) (Abbildung 3.29B).
Eine Quantifizierung des Lufthyphenwachstums zeigte, dass die Lufthyphen des Wildtyps
mit durchschnittlich 13,8 ± 1,8 mm/Tag etwa 5 mal so lang wachsen wie die Lufthy-
phen des mek-2-Deletionsstamms mit einem durchschnittlichen Wachstum von 2,7 ± 0,4
mm/Tag. Der Stamm MT-42-279 (pmek-2-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2) weist ebenso wie die
Kontrollsta¨mme MT-44-420 (pmek-2-mek-2-gfp, ∆mek-2) und MT-45-423 (ptef-1-mek-2-gfp,
∆mek-2) keinen signifikanten Unterschied zum Wildtyp auf. Das Lufthyphenwachstum der
Sta¨mme MT-43-286 und MT-43-287 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2) ist mit einem durch-
schnittlichen La¨ngenwachstum von etwa 9,1 ± 0,6 bzw. 10,1 ± 0,9 mm/Tag im Vergleich zum
Wildtyp um etwa 30 % reduziert (p≤0,01) und im Vergleich zu der ∆mek-2-Mutante etwa 3
mal so lang (p≤0,001) (Abbildung 3.29C). Es sollte aber beachtet werden, dass diese Mes-
sungen rein qualitativ die La¨nge der Lufthyphen widerspiegelt, aber nichts u¨ber die Quantita¨t
der Lufthyphen aussagt. Wa¨hrend der Stamm MT-42-279 (pmek-2-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2)
nach 7 Tagen Wachstum ein dichtes Luftmyzel bildet, das vom Wildtyp nicht unterschieden
werden kann, bilden die Sta¨mme MT-43-286 und MT-43-287 (ptef-1-mek-2-gfp-caax,∆mek-2)
vergleichsweise wenig Lufthyphen (Abbildung 3.29A).
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Die Quantifizierung der Sporenproduktion zeigte, dass der Wildtyp unter den gewa¨hlten Inku-
bationsbedingungen im Durchschnitt etwa 25,1 ± 9,1 ·107 Konidien pro Ro¨hrchen bildet, wobei
eine hohe Variabilita¨t in der Sporenproduktion beobachtet wurde. Der Teststamm MT-42-279
(pmek-2-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2) bildet durchschnittlich etwa 12,6 ± 3,5 ·107 Konidien pro
Kulturro¨hrchen und unterscheidet sich damit aus statistischer Sicht nicht signifikant von dem
Wildtypstamm N1-01. Auch die Kontrollsta¨mme MT-44-420 (pmek-2-mek-2-gfp, ∆mek-2) und
MT-45-423 (ptef-1-mek-2-gfp, ∆mek-2) unterscheiden sich hinsichtlich der Menge gebilde-
ter Konidien nicht signifikant vom Wildtyp. Im Gegensatz hierzu ist die Sporenproduktion
in dem mek-2-Deletionsstamm mit etwa 1,1 ± 3,5 ·107 Sporen pro Kulturro¨hrchen im Ver-
gleich zum Wildtyp signifikant reduziert (p≤0,01). Die Menge der gebildeten Konidien in dem
Stamm MT-43-286 und MT-43-287 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2) liegt bei durchschnittlich
5,3 ± 0,8 ·107 und 7,1 ± 2,2 ·107 Sporen pro Kulturro¨hrchen und unterscheidet sich damit
signifikant von der Menge gebildeter Sporen im Wildtyp (p≤0,05) und in dem ∆mek-2-Stamm
N3-15 (p≤0,01) (Abbildung 3.29D).
Die Quantifizierung charakteristischer Merkmale der mek-2-Deletionsmutante in den
Teststa¨mmen MT-42-279 (pmek-2-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2), sowie MT-43-286 und
MT-43-287 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2) zeigte eine vollsta¨ndige oder partielle Kom-
plementation der Defekte der ∆mek-2-Mutante. Dabei wurde beobachtet, dass der Stamm
MT-42-279, in dem mek-2-gfp-caax mit Hilfe des nativen Promotors exprimiert wird, die
Defekte des ∆mek-2-Stammes fast vollsta¨ndig komplementiert und sich ebenso wie die
Kontrollsta¨mme MT-44-420 (pmek-2-mek-2-gfp, ∆mek-2) bzw. MT-45-423 (ptef-1-mek-2-
gfp, ∆mek-2) verha¨lt. Im Vergleich hierzu komplementieren die Sta¨mme MT-43-286 und
MT-43-287, die mek-2-gfp-caax mit Hilfe des tef-1-Promotors u¨berexprimieren, die Defekte
der mek-2-Deletionsmutante nur teilweise. Die Auspra¨gung der untersuchten Merkmale
unterscheidet sich in diesen Sta¨mmen sowohl signifikant vom Wildtyp als auch von der
Deletionsmutante und befindet sich zwischen den Merkmalsauspra¨gungen dieser beiden
Kontrollsta¨mme. Die Sta¨mme MT-43-286 und MT-43-287 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2)
verhalten sich untereinander a¨hnlich und zeigen keine signifikanten Abweichungen voneinan-
der in der Auspra¨gung der untersuchten Merkmale.
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Abbildung 3.29.: Quantifizierung makroskopischer Merkmale der Sta¨mme MT-42-279, MT-43-286
und MT-43-287
A) Vergleich der makroskopischen Pha¨notypen der untersuchten Sta¨mme auf Ro¨hrchen mit Minimal-
medium nach 7 Tagen Wachstum. B) Quantifizierung des La¨ngenwachstums, C) des Lufthyphenwachs-
tums und D) der Menge gebildeter Konidien pro Kulturro¨hrchen. Die Fehlerbalken repra¨sentieren die
Standardabweichungen aus je 5 unabha¨ngig voneinander wiederholten Experimenten.
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Die partielle Komplementation der untersuchten pha¨notypischen Merkmale deuten darauf hin,
dass die Expression von mek-2-gfp-caax mo¨glicherweise auch zu einer Komplementation des
Fusionspha¨notyps der ∆mek-2-Mutante fu¨hren ko¨nnte. Um diese Frage zu beantworten, wur-
den Keimlinge der zu untersuchenden Sta¨mme mikroskopisch untersucht und die Rate intera-
gierender Keimlinge quantifiziert. Dabei offenbarten die mikroskopischen Untersuchungen Un-
terschiede bei den Keimlingsinteraktion, aber auch in dem generellen Wachstumsverhalten von
Keimlingen der untersuchten Sta¨mme.
Wie erwartet zeigen Keimlinge des Wildtyps nach 6 Stunden Inkubationszeit gesundes Wachs-
tum und eine Interaktionsrate von durchschnittlich 97,9 ± 1,9 % (Abbildung 3.30A und B),
wa¨hrend Keimlinge des ∆mek-2-Stamms N3-15 gerade aneinander vorbei wachsen und
auch nach einer zufa¨lligen Beru¨hrung nicht miteinander fusionieren (Abbildung 3.30A und C).
In dem Kontrollstamm MT-44-420 (pmek-2-mek-2-gfp, ∆mek-2) interagieren durchschnittlich
76,8 ± 9,3 % der Keimlinge miteinander, wobei aus statistischer Sicht kein signifikanter Un-
terschied zum Wildtyp besteht (Abbildung 3.30A und E). Die mikroskopischen Analysen von
Keimlingen des Stammes MT-45-423 (ptef-1-mek-2-gfp, ∆mek-2) zeigen dagegen eine si-
gnifikante Reduktion der Keimlingsinteraktionsrate um etwa 60 % im Vergleich zum Wildtyp
(p≤0,01) (Abbildung 3.30A). Daru¨ber hinaus weisen die Keimlinge eine im Vergleich zum Wild-
typ leicht vera¨nderte Morphologie mit dickeren Keimschla¨uchen auf (Abbildung 3.30G). Der
mek-2-gfp-caax-exprimierende Stamm MT-42-279 (pmek-2-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2) zeigt
mit durchschnittlich 8 ± 0,5 % interagierenden Keimlingen im Vergleich zum Wildtyp eine
Reduktion der Interaktionsrate um etwa 92 % (p≤0,001). Damit liegt die Interaktionsrate des
Stammes MT-42-279 (pmek-2-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2) zwischen denen des Kontrollstamms
MT-44-420 (pmek-2-mek-2-gfp, ∆mek-2) und der mek-2-Deletionsmutante N3-15, und weicht
statistisch gesehen von beiden signifikant ab (p≤0,01)(Abbildung 3.30A). Wa¨hrend des Wachs-
tums weisen die Keimlinge weitestgehend eine a¨hnliche Morphologie wie die Keimlinge des
Wildtyps auf (Abbildung 3.30D). Keimlinge der Sta¨mme MT-43-286 und MT-43-287 (ptef-1-
mek-2-gfp-caax, ∆mek-2) weisen dagegen ein auffa¨llige Morphologie auf, die auf ein Pola-
rita¨tsdefekt schließen la¨sst. Nach 6 Stunden Inkubationszeit wurden perlenkettenartige und
ha¨ufig verzweigte Strukturen beobachtet, aus denen keine typische Keimlingsform ersichtlich
wird (Abbildung 3.30F). Anhand dieser untypischen Morphologie ist es nicht mo¨glich Keimlings-
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interaktionen zuverla¨ssig zu identifizieren, sodass in diesen Sta¨mmen keine Quantifizierung der
Interaktionsrate erfolgte.
Die ungewo¨hnlichen Strukturen, die nach 6 Stunden Inkubationszeit in den Sta¨mmen
MT-43-286 und MT-43-287 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2) beobachtet wurden, ließen
zuna¨chst keine zuverla¨ssigen Ru¨ckschlu¨sse u¨ber ihre Entstehung zu. Auf Grund ihrer stark
vera¨nderten Morphologie war es zuna¨chst unklar, ob es sich bei den vorhandenen Struktu-
ren wirklich um Keimlinge handelte oder um unvollsta¨ndig voneinander getrennte Sporen, die
ein stark vermindertes Wachstum aufwiesen. Um diese Frage genauer zu untersuchen, wur-
den die nach 6 Stunden Inkubationszeit entstandenen Strukturen fluoreszenzmikroskopisch
untersucht. Wa¨hrend ihrer Entstehung am Konidiophor werden Sporen durch eine Zellwand
getrennt, bevor sie sich von dem reifen Konidiophor lo¨sen ([Springer and Yanofsky, 1989]).
Es wurde daher erwartet, dass die einzelnen runden Strukturen der Sta¨mme MT-43-286 und
MT-43-287 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2) vollsta¨ndig von einer Plasmamembran umgeben
sind, falls es sich um nicht vollsta¨ndig getrennte Sporen handelt. Sollten die ungewo¨hnlichen
Strukturen durch Wachstum und/oder Fusionsereignisse entstanden sein, wurde dagegen er-
wartet, dass die runden Formen in einem cytoplasmatischen Kontinuum miteinander verbunden
sind. Die fluoreszenzmikroskopischen Analysen zeigten deutlich, dass die runden Strukturen
miteinander verbunden sind (Abbildung 3.30H). In fluoreszenzmikroskopischen Schichtaufnah-
men der untersuchten Strukturen ist gut zu erkennen, dass die einzelnen runden Strukturen
nicht vollsta¨ndig von einer Membran umgeben sind, sondern sich ein gemeinsames Cytoplas-
ma teilen, was an den schwarzen Aussparungen des Fluoreszenzsignals an den Kontaktstellen
ersichtlich wird (Abbildung 3.30I, weiße Pfeile).
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass es sich bei den Strukturen nicht um unvollsta¨ndig
getrennte Konidien handelt, sondern um Strukturen die sich wa¨hrend der sechsstu¨ndigen In-
kubationszeit gebildet haben. Auf der Grundlage dieser Ergebnisse stellte sich die Frage, ob
diese Strukturen tatsa¨chlich durch Wachstum entstanden sind, oder ob benachbarte Konidien
dieser Sta¨mme ohne die Ausbildung typischer Keimschla¨uche miteinander fusionieren wenn
sie sehr dicht beieinander liegen. Um diese Frage zu beantworten, wurde die Entwicklung von
Sporen des Stammes MT-43-286 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2) u¨ber einen Zeitraum von 9
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Abbildung 3.30.: Mikroskopische Untersuchungen von Keimlingen, die mek-2-gfp-caax im
∆mek-2-Hintergrund exprimieren
A) Quantifizierung der Keimlingsinteraktionen in den Sta¨mmen N1-01 (wt), N3-15 (∆mek-2), MT-42-279
(pmek-2-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2), MT-44-420 (pmek-2-mek-2-gfp, ∆mek-2) und MT-45-423 (ptef-1-
mek-2-gfp, ∆mek-2). Die Fehlerbalken geben die Standardabweichungen aus 3 unabha¨ngig voneinan-
der wiederholten Experimenten an, in denen jeweils zwischen 100 und 211 Keimlinge geza¨hlt wur-
den. B) Exemplarische Ausschnitte von Keimlingen der Sta¨mme N1-01, C) N3-15, D) MT-42-279
(pmek-2-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2), E) MT-44-420 (pmek-2-mek-2-gfp, ∆mek-2), F) MT-43-286 (ptef-1-
mek-2-gfp-caax, ∆mek-2) und G) MT-45-423 (ptef-1-mek-2-gfp, ∆mek-2). H) Fluoreszenzmikroskopi-
sche Untersuchungen von Keimlingen der Sta¨mme MT-43-286 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2) und
I) MT-43-287 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2). Maßstab: 10µm.
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Stunden unter dem Mikroskop beobachtet und mit der Entwicklung von Sporen des Wildtyps
verglichen.
Die mikroskopischen Untersuchungen von Keimlingen zeigten starke Unterschiede in der
fru¨hen Entwicklungsphase zwischen dem Wildtyp und dem Stamm MT-43-286 (ptef-1-mek-2-
gfp-caax, ∆mek-2). Wenn Sporen des Wildtyps keimen, bilden sie polar wachsende Keim-
schla¨uche. Diese verla¨ngern sich im Laufe der Zeit durch polares Wachstum an der Spitze.
Wenn ein oder mehrere Keimlinge in ra¨umliche Na¨he zueinander gelangen, vera¨ndern die
Keimschla¨uche ihre Wachstumsrichtung und wachsen gezielt auf den Interaktionspartner zu.
Nachdem die Keimlinge sich beru¨hren, fusionieren sie und bilden so ein verzweigtes Netzwerk.
Die ersten Keimlingsinteraktionen finden dabei nach ein bis zwei Stunden statt. Nach zwei bis
drei Stunden fusionieren viele Keimlinge bis diese Entwicklung nach etwa 4 Stunden zu einem
großen Teil abgeschlossen ist (Abbildung 3.31A, statistische Analysen der Keimlingsinteraktio-
nen in Abschnitt 3.3.3).
Im Gegensatz zum Wildtyp findet die fru¨he Entwicklung des Stammes MT-43-286 (ptef-1-
mek-2-gfp-caax, ∆mek-2) u¨ber einen la¨ngerem Zeitraum statt und weist deutliche Morphologi-
sche Unterschiede auf. Die Sporen des Stammes MT-43-286 (ptef-1-mek-2-gfp-caax,∆mek-2)
keimen wie die Sporen des Wildtyps nach ein bis zwei Stunden aus und bilden kurze Keim-
schla¨uche. Die Keimschla¨uche wachsen zuna¨chst allerdings nicht polar an der Spitze, sondern
schwellen zu runden Strukturen an, die die Spore an Gro¨ße u¨bertreffen kann. Nach dieser
ersten Phase isotropen Wachstums etablieren die Keimschla¨uche kurzfristig eine neue Pola-
rita¨tsachse, aus der ein neuer Keimschlauch entsteht. Dieser verliert sein polares Wachstum
und schwillt an, sodass eine Furche zwischen den angeschwillten Keimschla¨uchen entsteht.
Dieser Zyklus kann sich mehrmals wiederholen, bis die Keimschla¨uche nach etwa 8 Stunden
ihre polares Wachstum stabilisieren und lange Keimschla¨uche bilden (Abbildung 3.31B linke
Spalte). Diese Beobachtungen zeigen, dass die perlenkettenartigen Strukturen des Stammes
MT-43-286 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2) durch Wachstum entstehen. Die beobachteten
Keimlinge zeigten dabei keine gerichteten Interaktionen mit anderen Keimlingen und fusio-
nierten auch nach zufa¨lligen Beru¨hrungen nicht. Fluoreszenzmikroskopische Schichtaufnah-
men sich beru¨hrender Keimlinge des Stammes MT-43-286 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2),
in denen die Plasmamembran mit Hilfe der membrangebundenen Kinasevariante MEK-2-
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GFP-CAAX gut sichtbar ist, zeigen durchga¨ngig intensive Fluoreszenzsignale zwischen den
Keimlingen, was auf eine intakte Plasmamembran ohne Fusionspore schließen la¨sst (Abbil-
dung 3.31B rechte Spalte). Es la¨sst sich mit diesem Experiment aber nicht komplett ausschlie-
ßen, dass Keimlingsinteraktionen -und Fusionen in reduziertem Umfang stattfinden.
Auf Grund der stark vera¨nderten Morphologie von Keimlingen des Stammes MT-43-286
(ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2), sind diese schwer zuga¨nglich fu¨r die Untersuchung von
Interaktions- und Fusionsereignissen. In reifen Myzelien von N. crassa finden im Inne-
ren Teil der Kolonie ebenfalls Zellinteraktionen und -fusionen zwischen Hyphen statt, die
mo¨glicherweise auf a¨hnlichen molekularen Grundlagen wie die Keimlingsfusion beruhen [Read
et al., 2010; Jonkers et al., 2014]. Um die Frage abschließend zu beantworten, ob prinzipiell ve-
getative Zellfusionen in dem Stamm MT-43-286 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2) stattfinden,
wurden in reifen Myzelien der Sta¨mme MT-43-286 und MT-43-287 (ptef-1-mek-2-gfp-caax,
∆mek-2) nach Hyphenfusionen gesucht. Die reifen Hyphen dieser Sta¨mme weisen im Gegen-
satz zu den Keimlingen keinen Polarita¨tsdefekt auf, sondern zeigen ein a¨hnliches Wachstum
wie der Wildtyp, und sind daher experimentell einfacher zuga¨nglich.
Die mikroskopischen Analysen von Hyphen wurden zuna¨chst in dem Wildtyp-Stamm N1-01
durchgefu¨hrt, wo im Inneren der Kolonie Hyphenfusionen beobachtet wurden. Hierfu¨r bil-
den sich an parallel zueinander verlaufenden Hyphen typischerweise kurze Fusionshyphen,
die miteinander interagieren und fusionieren (Abbildung 3.32A, [Hickey et al., 2002]). Ver-
gleichbare Fusionsereignisse wurden auch im Inneren von Kolonien der Sta¨mme MT-43-286
und MT-43-287 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2) gefunden (Abbildung 3.32B und C). Um zu
u¨berpru¨fen, ob Hyphen dieser Sta¨mme auch wirklich erfolgreich miteinander fusionieren, wur-
den fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen durchgefu¨hrt. Ein erfolgreiches Fusionsereig-
nis zeichnet sich durch die Bildung einer Fusionspore aus, durch die unter anderem Cytoplas-
ma und Organellen passieren ko¨nnen [Hickey et al., 2002]. Da die untersuchten Sta¨mme die
membrangebundene Kinasevariante MEK-2-GFP-CAAX exprimieren, kann die Plasmamem-
bran in diesen Sta¨mmen fluoreszenzmikroskopisch beobachtet werden. Die Untersuchungen
des Stammes MT-43-287 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2) besta¨tigten, dass Hyphen im Inne-
ren der Kolonie erfolgreich miteinander fusionieren. Zwischen sich beru¨hrenden Hyphen im
Inneren der Kolonie bilden sich erfolgreich Fusionsporen, die fluoreszenzmikroskopisch als
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Abbildung 3.31.: Entwicklung von Sporen des Wildtyps und des
Stammes MT-43-286
A) Live Cell Imaging von der Entwicklung von Sporen des Wildtyps und
B) des Stammes MT-43-286 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2). Fusi-
onsstellen sind mit einem Sternchen markiert und Beru¨hrungsstellen,
die zu keinem Fusionsereignis fu¨hren mit einem Kreuz. Maßstab: 10µm.
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schwarze Aussparung der Membranfluoreszenz sichtbar sind (3.32D, weißer Pfeil). Diese Er-
gebnisse zeigen, dass die subzellula¨re Dynamik von MEK-2 (im Gegensatz zu der Dynamik
der Upstream-Kinase MAK-2) nicht essentiell fu¨r vegetative Zellfusionen ist.
Abbildung 3.32.: Hyphenfusionen des Wildtyps und der Sta¨mme MT-43-286 und MT-43-287
Mikroskopische Untersuchungen von fusionierenden Hyphen im Inneren von Kolonien A) des Wildtyps
und B) der Sta¨mme MT-43-286 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2) und C) MT-43-287 (ptef-1-mek-2-
gfp-caax, ∆mek-2). D) Ein erfolgreiches Fusionsereignis zwischen Hyphen des Stammes MT-43-287
(ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2) in Durchlicht- (linke Spalte) und Fluoreszenzmikroskopie (mittlere
Spalte), sowie einer U¨berlagerung beider Bilder (rechte Spalte). Die geo¨ffnete Fusionspore ist an der
schwarzen Fluoreszenzaussparung zwischen den beiden Hyphen (weißer Pfeil, mittlere Spalte) gut zu
erkennen. Maßstab: 5µm.
3.3.7. U¨berexpression von membrangebundenem MEK-2 wirkt sich negativ auf
Keimlingsinteraktionen aus
Die Expression von mek-2-gfp-caax, das fu¨r die membrangebundenen Kinasevariante
MEK-2-GFP-CAAX codiert, komplementiert im ∆mek-2-Hintergrund die Defekte der mek-2-
Deletionsmutante partiell. Gleichzeitig trat in Keimlingen, die mek-2-gfp-caax mit Hilfe des tef-1-
Promotors u¨berexprimieren ein starker Polarita¨tsdefekt auf. Nach etwa 8 Stunden Wachstum
erholten sich die Keimlinge weitestgehend von dem Polarita¨tsdefekt, sodass eine Entwicklung
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zu unauffa¨lligen, polar wachsenden Hyphen erfolgte (Abschnitt 3.3.6). Um die Effekte genauer
zu untersuchen, die die membrangebundene Kinasevariante MEK-2-GFP-CAAX auf Wachs-
tum und Entwicklung von N. crassa hat, wurde mek-2-gfp-caax mit Hilfe des nativen und
des starken tef-1-Promotors im Wildtyp-Hintergrund exprimiert. Die Lokalisation von MEK-2-
GFP-CAAX wurde in Keimlingen und reifen Hyphen bestimmt und charakteristische Merkmale
der erhaltenen Sta¨mme untersucht.
Um mek-2-gfp-caax mit Hilfe des nativen Promotors im Wildtyp-Hintergrund zu exprimie-
ren, wurde das Plasmid p47 (pmek-2-mek-2-gfp-caax) hergestellt und in den Wildtyp-Stamm
N1-03 (his-3-) transformiert. Sporen von 13 erhaltenen Transformanten wurden auf ihre Fluo-
reszenz untersucht und der Stamm MT-29-249 (pmek-2-mek-2-gfp-caax) mit dem deutlichs-
ten Fluoreszenzsignal fu¨r weitere Analysen verwendet. Als Kontrolle dienten die Sta¨mme
MT-68-553 und MT-36-300, die mek-2-gfp-saax bzw. mek-2-gfp unter der Kontrolle des na-
tiven mek-2-Promotors im Wildtyp-Hintergrund exprimieren (Herstellung in [Letz, 2014] bzw. in
Abschnitt 3.2.2). Um mek-2-gfp-caax mit Hilfe des starken tef-1-Promotors zu exprimieren, wur-
de das Plasmid p49 (ptef-1-mek-2-gfp-caax) in den Wildtypstamm N1-03 (his-3-) transformiert
und Sporen von 15 Transformanten auf ihre Fluoreszenz untersucht. Der Stamm MT-35-330
(ptef-1-mek-2-gfp-caax) wies das intensivste Fluoreszenzsignal auf und wurde fu¨r weitere Un-
tersuchungen verwendet. Als Kontrolle dienten die Sta¨mme MT-67-552 und MT-37-408, die
mek-2-gfp-saax bzw. mek-2-gfp unter der Kontrolle des starken tef-1-Promotors im Wildtyp-
Hintergrund exprimieren (Herstellung in [Letz, 2014] bzw. in Abschnitt 3.1.2).
Zuna¨chst wurde die erwartete subzellula¨re Lokalisation der verschiedenen
MEK-2-GFP-(C/SAAX)-Kinasevarianten fluoreszenzmikroskopisch besta¨tigt. Aus den vor-
ausgegangenen Lokalisationsstudien (Abschnitt 3.2.2) war bereits bekannt, dass MEK-2-GFP
in den Kontrollsta¨mmen MT-36-300 (pmek-2-mek-2-gfp) und MT-37-408 (ptef-1-mek-2-gfp)
in reifen Hyphen um die Septenpore herum akkumuliert (Abbildung 3.10 in Abschnitt 3.2.2).
In Keimlingen des Stammes MT-36-300, in dem mek-2-gfp mit Hilfe des nativen Promotors
exprimiert wird, war das Fluoreszenzsignal zu gering fu¨r eine Lokalisation der Kinase. Die
Expression von mek-2-gfp mit Hilfe des starken tef-1-Promotors in dem Stamm MT-37-408
(ptef-1-mek-2-gfp) fu¨hrt zu intensiven Fluoreszenzsignalen, die eine Lokalisierung der Kinase
auch in Keimlingen ermo¨glicht. Es wurde gezeigt, dass MEK-2-GFP in isolierten Keimlingen
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cytoplasmatisch vorliegt und aus den Zellkernen ausgeschlossen ist. In interagierenden
Keimlingen wird MEK-2-GFP oszillierend an die Spitzen der Interaktionspartner rekrutiert
(Abschnitt 3.1.2, Abbildung 3.2) und co-lokalisiert wa¨hrend des Switchings mit der MAPK
MAK-2 (Abbildung 3.4 in Abschnitt 3.1.4).
In den Sta¨mme MT-68-553 (pmek-2-mek-2-gfp-saax) und MT-67-552 (ptef-1-mek-2-gfp-saax)
wird die Kinasevariante mek-2-gfp-saax exprimiert. Das Genprodukt MEK-2-GFP-SAAX weist
am C-Terminus eine CAAX-a¨hnliche Sequenz auf, die im Gegensatz zu dieser aber nicht pre-
nyliert wird und daher keine Membranassoziation vermittelt. Die Sta¨mme dienen daher zur
Kontrolle, um mo¨gliche sequenzbasierte Artefakte zu erkennen (Abschnitt 3.3.2). Es wur-
de dementsprechend fu¨r MEK-2-GFP-SAAX in den Sta¨mmen MT-68-553 (pmek-2-mek-2-
gfp-saax) und MT-67-552 (ptef-1-mek-2-gfp-saax) eine vergleichbare Lokalisation wie fu¨r
MEK-2-GFP in den Sta¨mmen MT-36-300 (pmek-2-mek-2-gfp) und MT-37-408 (ptef-1-mek-2-
gfp) erwartet. In fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen wurden diese Erwartungen
besta¨tigt. Der Stamm MT-68-553 (pmek-2-mek-2-gfp-saax) wies in Keimlingen ein so gerin-
ges Fluoreszenzsignal auf, dass eine Lokalisation von MEK-2-GFP-SAAX nicht mo¨glich war.
In reifen Hyphen akkumuliert MEK-2-GFP-SAAX um die Septenpore (Abbildung 3.33A). Der
Stamm MT-67-552 (ptef-1-mek-2-gfp-saax) wies dagegen eine sehr gute Fluoreszenz auf, die
eine Lokalisation von MEK-2-GFP-SAAX in Keimlingen und reifen Hyphen ermo¨glichte. Wie
erwartet lokalisiert das Fusionsprotein in reifen Hyphen um die Septenporen herum (Abbil-
dung 3.33C). In isolierten Keimlingen liegt das Fusionsprotein cytoplasmatisch vor und ist von
den Zellkernen ausgeschlossen (Abbildung 3.33E). Wa¨hrend der Keimlingsinteraktionen loka-
lisiert MEK-2-GFP-SAAX oszillierend an den Spitzen der Interaktionspartner und akkumuliert
spa¨ter an der Kontaktstelle zwischen den Keimlingen (Abbildung 3.34).
Die Teststa¨mme MT-29-249 und MT-35-330 exprimieren mek-2-gfp-caax mit Hilfe des nati-
ven bzw. des tef-1-Promotors. Auf Grund der CAAX-Sequenz wurde erwartet, dass MEK-2-
GFP-CAAX in Keimlingen und Hyphen an der Plasmamembran lokalisiert. Diese Erwartungen
wurden fluoreszenzmikroskopisch besta¨tigt. Der Stamm MT-29-249 (pmek-2-mek-2-gfp-caax)
weist ein geringes Fluoreszenzsignal auf, das eine Detektion von MEK-2-GFP-CAAX in Keim-
lingen nicht ermo¨glicht. In reifen Hyphen lokalisiert MEK-2-GFP-CAAX an der gesamten Plas-
mamembran, wobei das Fluoreszenzsignal an den Septen am sta¨rksten ist (Abbildung 3.33B).
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Das Fluoreszenzsignal in dem Stamm MT-67-552 (ptef-1-mek-2-gfp-saax) ist dagegen stark
genug, um in Hyphen und Keimlingen lokalisiert zu werden. In reifen Hyphen lokalisiert
MEK-2-GFP-CAAX wie erwartet an der gesamten Plasmamembran und ist an den Septen
am deutlichsten zu sehen (Abbildung 3.33D). In Keimlingen akkumuliert MEK-2-GFP-CAAX
ebenfalls an der Membran, wobei der Bereich um die Spore ha¨ufig ausgespart bleibt (Abbil-
dung 3.33F).
Abbildung 3.33.: Promotorabha¨ngige Lokalisation von MEK-2-GFP-C/SAAX im Wildtyp-
Hintergrund
Fluoreszenzmikroskopische Lokalisationsstudien zeigen, dass MEK-2-GFP-SAAX in reifen Hyphen der
Sta¨mme A) MT-68-553 (pmek-2-mek-2-gfp-saax) und C) MT-67-552 (ptef-1-mek-2-gfp-saax) um die
Septenporen akkumuliert. E) In isolierten Keimlingen des Stammes MT-67-552 (ptef-1-mek-2-gfp-saax)
liegt MEK-2-GFP-SAAX cytoplasmatisch vor und ist aus den Zellkernen ausgeschlossen. B) MEK-2-
GFP-CAAX lokalisiert in reifen Hyphen der Sta¨mme MT-29-249 (pmek-2-mek-2-gfp-caax) und D)
MT-35-330 (ptef-1-mek-2-gfp-caax) an der gesamten Plasmamembran und ist am deutlichsten u¨ber die
ganze La¨nge der Septen zu sehen. F) In Keimlingen des Stammes MT-35-330 (ptef-1-mek-2-gfp-caax)
lokalisiert MEK-2-GFP-CAAX an der Plasmamembran, wobei das Fluoreszenzsignal im Bereich der
Spore ha¨ufig abnimmt. Maßstab: 10µm.
Die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen der Test- und Kontrollsta¨mme haben die er-
wartete subzellula¨re Lokalisation der drei untersuchten Kinasevarianten von MEK-2 besta¨tigt.
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Abbildung 3.34.: Subzellula¨re Lokalisation von u¨berexprimiertem MEK-2-GFP-SAAX in interagie-
renden Keimlingen
Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen interagierender Keimlinge des Stammes MT-67-552
(ptef-1-mek-2-gfp-saax) zeigen eine dynamisch oszillierende Lokalisation von MEK-2-GFP-SAAX an die
Spitzen der Interaktionspartner. Nachdem die Keimlinge sich beru¨hren akkumuliert MEK-2-GFP-SAAX
an der Kontaktstelle. Maßstab: 10µm.
Werden die Sta¨mme auf Agarro¨hrchen mit Minimalmedium inkubiert, weisen sie nach 7 Ta-
gen Wachstum einen vergleichbaren makroskopischen Pha¨notyp wie der Wildtypstamm N1-01
auf (Abbildung 3.35A). Alle Sta¨mme bilden Lufthyphen und zeigen ein typisches Sporu-
lationsmuster, was darauf hindeutet, dass MEK-2-GFP-CAAX in Anwesenheit der nativen
Kinase keinen gravierenden Einfluss auf die vegetative Entwicklung von N. crassa hat. Um
mo¨glicherweise vorhandene kleinere Unterschiede in der Entwicklung zwischen den mek-2-
gfp-caax-exprimierenden Sta¨mmen und den Kontrollsta¨mmen zu untersuchen, wurden die cha-
rakteristischen pha¨notypischen Merkmale La¨ngenwachstum, Sporenbildung und Lufthyphen-
wachstum in den Test- und Kontrollsta¨mmen quantifiziert. Die Keimlinge der Sta¨mme wurden
auf mo¨gliche Polarita¨tsdefekte untersucht und die Keimlingsinteraktionen quantifiziert.
Die Quantifizierung des La¨ngenwachstums zeigte, dass die mek-2-gfp- und mek-2-gfp-saax-
exprimierenden Sta¨mme mit durchschnittlichen Wachstumsraten von 9,6 ± 0,4 cm/Tag
(MT-68-553) bis 10,1 ± 0,5 cm/Tag (MT-36-300) vergleichbar schnell wie der Wildtyp wach-
sen. Dabei spielt es keine Rolle, ob mek-2-gfp(-saax) mit Hilfe des nativen oder des starken
tef-1-Promotors exprimiert wird. Auch der Stamm MT-29-249 (pmek-2-mek-2-gfp-caax) zeig-
te mit einem durchschnittlichen Wachstum von 9,9 ± 0,3 cm/Tag keinen signifikanten Unter-
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schied zum Wildtyp, der etwa 9,7 ± 0,3 cm/Tag wa¨chst. Lediglich der Stamm MT-35-330,
der mek-2-gfp-caax mit Hilfe des tef-1-Promotors u¨berexprimiert, weist mit durchschnittlich
9,0 ± 0,4 cm/Tag im Vergleich zum Wildtyp eine sehr geringe, aber statistisch signifikante
(p≤0,05) Reduktion der Wachstumsrate um etwa 7% im Vergleich zum Wildtyp auf (Abbil-
dung 3.35B).
Die Quantifizierung der Lufthyphen zeigte das gleiche Muster: Alle untersuchten Kon-
trollsta¨mme und der Teststamm MT-29-249 (pmek-2-mek-2-gfp-caax) weisen mit einer durch-
schnittlichen Wachstumsrate von 11,8 ± 0,5 mm/Tag (MT-36-300) bis 12,6 ± 1,9 mm/Tag
(MT-29-249) keinen signifikanten Unterschied zum Wildtyp mit etwa 13,9 ± 1,8 mm/Tag
auf. Der Stamm MT-35-330 (ptef-1-mek-2-gfp-caax) bildet dagegen mit einem durchschnitt-
lichen Wachstum von 5,9 ± 1,4 mm/Tag nur knapp halb so lange Lufthyphen wie der Wild-
typ (p≤0,001) (Abbildung 3.35C). Die Sporenbildung ist dagegen in keinem der untersuchten
Sta¨mme signifikant vera¨ndert. Wa¨hrend der Wildtyp im Durchschnitt 25,1 ± 9,1 ·107 Spo-
ren pro Kulturro¨hrchen bildet, liegt dieser Wert bei den getesteten Sta¨mmen zwischen
25,4 ± 7,0 ·107 Sporen pro Kulturro¨hrchen (MT-36-300) und etwa 30,8 ± 1,6 ·107 Sporen
pro Kulturro¨hrchen (MT-37-408) (Abbildung 3.35D).
Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass die Expression von mek-2-gfp-caax im Wildtyp-
Hintergrund einen geringen negativen Einfluss auf Wachstum und Entwicklung von N. crassa
hat. Da von den leichten Entwicklungsdefiziten ausschließlich der Stamm MT-35-330 betroffen
ist, der mek-2-gfp-caax mit Hilfe des starken tef-1-Promotors u¨berexprimiert, handelt es sich
hierbei vermutlich um einen dosisabha¨ngigen Effekt von membrangebundenem MEK-2. Viele
bekannte Fusionsmutanten weisen Defizite bei der Bildung von Lufthyphen und/oder reduzierte
Wachstumsraten auf ([Fu et al., 2011; Simonin et al., 2012]), daher ko¨nnten die entsprechen-
den Entwicklungsdefekte des Stammes MT-35-330 (ptef-1-mek-2-gfp-caax) erste Hinweise auf
reduzierte Zellinteraktionen sein. Vorherige Ergebnisse dieser Arbeit zeigen zudem, dass MEK-
2-GFP-CAAX im mek-2-Deletionshintergrund spezifisch in Keimlingen zu gravierenden Pola-
rita¨tsdefekten fu¨hrt (Abschnitt 3.3.6). Um zu testen, ob Keimlinge des Stammes MT-35-330
(ptef-1-mek-2-gfp-caax) ebenfalls einen Polarita¨tsdefekt und/oder reduzierte Keimlingsinterak-
tionen aufweisen, wurden im weiteren Verlauf der Arbeit Keimlinge dieses Stammes mikrosko-
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Abbildung 3.35.: Quantifizierung charakteristischer Merkmale in den Sta¨mmen MT-29-249 und
MT-35-330
In den mek-2-gfp-caax-exprimierenden Sta¨mmen MT-29-249 (pmek-2-mek-2-gfp-caax) und MT-35-330
(ptef-1-mek-2-gfp-caax) und entsprechenden Kontrollsta¨mmen wurde A) der makroskopischer Pha¨notyp
nach 7 Tagen Wachstum auf Ro¨hrchen mit Minimalmedium beobachtet und B) Quantifizierungen des
La¨ngenwachstums, C) des Lufthyphenwachstums und D) der Menge gebildeter Konidien pro Kul-




piert, mo¨gliche Polarita¨tsdefekte untersucht und die Interaktionsrate der Keimlinge bestimmt
und mit den Keimlingsinteraktionsraten der Kontrollsta¨mme verglichen.
Um einen ersten U¨berblick u¨ber das Wachstumsverhalten und mo¨gliche Polarita¨tsdefekte
in den mek-2-gfp-caax-exprimierenden Sta¨mmen MT-29-249 (pmek-2-mek-2-gfp-caax) und
MT-35-330 (ptef-1-mek-2-gfp-caax) zu erhalten, wurden Sporen der entsprechenden Sta¨mme
fu¨r 6 Stunden bei 30◦C inkubiert, unter dem Mikroskop untersucht und mit Keimlingen der Kon-
trollsta¨mme und des Wildtyps verglichen. Keimlinge des Wildtyps (Abbildung 3.36B, linke Spal-
te) und der mek-2-gfp- und mek-2-gfp-saax-exprimierenden Kontrollsta¨mme haben zu diesem
Zeitpunkt bereits zu einem großen Teil fusioniert und bilden kleine, miteinander verbundene
Netzwerke (Abbildung 3.36C, D, E, G, H). Keimlinge des mek-2-gfp-caax-u¨berexprimierenden
Stammes MT-35-330 (ptef-1-mek-2-gfp-caax) zeigen dagegen nur selten gerichtetes Wachs-
tum zu einem Interaktionspartner, auch wenn sich mehrere Keimlinge in direkter ra¨umlicher
Na¨he zueinander befinden. Auch nach einer zufa¨lligen Beru¨hrung scheinen die Keimlinge re-
gelma¨ßig nicht zu fusionieren, sondern setzen ihr Wachstum parallel zueinander fort (3.36F, lin-
ke Spalte). Insgesamt weisen die Keimlinge des Stammes MT-35-330 (ptef-1-mek-2-gfp-caax)
im Vergleich zum Wildtyp eine vera¨nderte Zellmorphologie auf. Sie bilden seltener gerade
Keimschla¨uche und weisen ha¨ufig ein perlenkettenfo¨rmiges Wachstum auf. Diese Wachs-
tumsform erinnert an das apolare Wachstum von Keimlingen der Sta¨mme MT-43-286 und
MT-43-287 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2), wobei der Effekt in Keimlingen des Stammes
MT-35-330 (ptef-1-mek-2-gfp-caax) milder ausfa¨llt. Die Keimschla¨uche weisen ein geringe-
res isotropes Wachstum auf und werden nicht dicker als die Ausgangsspore. Die Unterteilung
der Keimlinge in Spore und Keimschlauch ist in diesem Stamm daher weitestgehend mo¨glich,
im Gegensatz zu Keimlingen der Sta¨mme MT-43-286 und MT-43-287 (ptef-1-mek-2-gfp-caax,
∆mek-2) (Abbildung 3.36)F, linke Spalte). Um herauszufinden, inwieweit die Interaktionen zwi-
schen Keimlingen der Sta¨mme MT-35-330 (ptef-1-mek-2-gfp-caax) und MT-29-249 (pmek-2-
mek-2-gfp-caax) durch die Expression von mek-2-gfp-caax beeintra¨chtigt werden, wurden die
Keimlingsinteraktionen in den Test- und Kontrollsta¨mmen quantifiziert und miteinander vergli-
chen.
Um die Keimlingsinteraktionen zu quantifizieren, wurden vegetative Sporen der untersuchten
Sta¨mme fu¨r 4 oder fu¨r 6 Stunden bei 30◦C inkubiert und anschließend interagierende und
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nicht-interagierende Keimlinge geza¨hlt, um die Interaktionsraten zu bestimmen. Statistische
Analysen zeigten, dass sich die Interaktionsraten nach 6 Stunden Inkubationszeit im Vergleich
zu 4 Stunden Inkubationszeit in keinem der Sta¨mme signifikant vera¨ndert hat. Nach 6 Stun-
den Inkubationszeit befinden sich durchschnittlich 96 ± 2,1 % der Wildtyp-Keimlinge in einer
Interaktion oder sind bereits fusioniert. Die Bestimmung der Interaktionsrate von Keimlingen
des Stammes MT-35-330 (ptef-1-mek-2-gfp-caax) war auf Grund der vera¨nderten Morphologie
schwierig. Durch das ungleichma¨ßige Wachstum konnte in manchen Fa¨llen nicht beurteilt wer-
den, ob es sich bei einer vorhandenen Struktur um einen ungleichma¨ßig gewachsenen, oder
um zwei bereits fusionierte Keimlinge handelt. Fu¨r die Quantifizierung wurden daher nur ein-
deutig interagierende oder eindeutig nicht-interagierende Keimlinge geza¨hlt. Durch dieses Vor-
gehen ist es mo¨glich, dass die ermittelte Interaktionsrate in die eine oder andere Richtung von
der tatsa¨chlichen Interaktionsrate abweicht, falls die nicht geza¨hlten Strukturen gro¨ßtenteils nur
eine der beiden Mo¨glichkeiten (bereits fusionierte Keimlinge versus einzelne Keimlinge mit un-
gleichma¨ßig wachsenden Keimschla¨uchen) repra¨sentieren. Die hier ermittelte Interaktionsrate
von Keimlingen des Stammes MT-35-330 (ptef-1-mek-2-gfp-caax) ist mit etwa 19,2 ± 3,8 %
im Vergleich zum Wildtyp um etwa 80 % reduziert (p≤0,001). Alle anderen untersuchten
Sta¨mme weisen mit Interaktionraten zwischen durchschnittlich 79,3 ± 6,7 % (MT-37-408)
und 99,4 ± 0,8 % (MT-29-249) nach 6 Stunden Inkubationszeit keinen signifikanten Unter-
schied zum Wildtyp auf (Abbildung 3.36A). Dieses Ergebnis zeigt, dass die U¨berexpression von
mek-2-gfp-caax effiziente Keimlingsinteraktionen verhindert, wa¨hrend eine moderate Expressi-
on von mek-2-gfp-caax mit dem nativen Promotor, ebenso wie die U¨berexpression von mek-2-
gfp oder mek-2-gfp-saax zu einem Wildtyp-a¨hnlichen Verhalten fu¨hren. Diese Feststellung
stu¨tzt die Vermutung, dass membrangebundenes MEK-2-GFP-CAAX einen dosisabha¨ngigen
Einfluss auf die Zellpolarita¨t in Keimlingen ausu¨bt.
Untersuchungen der Sta¨mme MT-43-286 und MT-43-287 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2)
zeigten u¨berraschenderweise, dass die Keimlinge einen starken Polarita¨tsdefekt und keine oder
reduzierte Interaktionen aufweisen, wa¨hrend reife Hyphen polar wachsen und auch fusionieren
(Abschnitt 3.3.6). Keimlinge des Stammes MT-35-330 (ptef-1-mek-2-gfp-caax) zeigen einen
moderaten Polarita¨tsdefekt und reduzierte Interaktionen. Es wurde daher vermutet, dass reife
Hyphen dieses Stammes sich von dem Polarita¨tsdefekt der Keimlinge erholen und im Inneren
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der Kolonie fusionieren. Um diese Vermutung zu besta¨tigen, wurden reife Hyphen mikroskopiert
und mit Hyphen des Wildtyps verglichen. Die Untersuchungen zeigten, dass Hyphenfusionen in
den inneren Bereichen von Kolonien des Stammes MT-35-330 (ptef-1-mek-2-gfp-caax) statt-
finden (Abbildung 3.36F, rechte Spalte), die vergleichbar aussehen wie die Hyphenfusionen
des Wildtyps (Abbildung 3.36B, rechte Spalte).
Abbildung 3.36.: Mikroskopische Untersuchung von Zell-Zell-Interaktionen in den Sta¨mmen MT-
29-249 und MT-35-330
A) Quantifizierung der Keimlingsinteraktionen nach 4 und 6 Stunden Inkubationszeit. Die Fehlerbalken
repra¨sentieren die Standardabweichung von 3 unabha¨ngig durchgefu¨hrten Experimenten. Je Experi-
ment wurden 107 bis 182 Keimlinge geza¨hlt. B-H) Exemplarische Bilder von interagierenden Keimlingen
der Sta¨mme N1-01 (B, linke Spalte), MT-29-249 (pmek-2-mek-2-gfp-caax) (C), MT-36-300 (pmek-2-
mek-2-gfp) (D), MT-68-553 (pmek-2-mek-2-gfp-saax) (E), MT-35-330 (ptef-1-mek-2-gfp-caax) (F, linke
Spalte), MT-37-408 (ptef-1-mek-2-gfp) (G), MT-67-552 (ptef-1-mek-2-gfp-saax) (H) und von Hyphen-
fusionen in den Sta¨mmen N1-01 (B, rechte Spalte) und MT-35-330 (ptef-1-mek-2-gfp-caax) (F, rechte
Spalte). Maßstab: 10µm.
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3.3.8. Natives MAK-2 wird in mek-2-gfp-caax-exprimierenden Sta¨mmen
phosphoryliert
MAP-Kinasen-Module bestehen aus drei Kinasen, die sich gegenseitig in einer hierarchischen
Reihenfolge von der MAPKKK bis zur MAPK phosphorylieren und damit aktivieren. In N. crassa
ist die Aktivita¨t der MAPK MAK-2 notwendig fu¨r die Initiierung und Aufrechterhaltung des Zell-
dialogs zwischen Keimlingen, der am Ende zu einem Fusionsereignis fu¨hrt [Fleissner et al.,
2009]. Die partielle Komplementierung des Fusionsdefekts der ∆mek-2-Mutante durch die
Expression von mek-2-gfp-caax im Deletionshintergrund fu¨hrt zu der Vermutung, dass MAK-
2 in diesen Sta¨mmen durch Phosphorylierung aktiviert wird, und dass diese Phosphorylie-
rung von der membranverankerten Kinasenvariante MEK-2-GFP-CAAX ausgefu¨hrt wird. Die
U¨berexpression von mek-2-gfp-caax fu¨hrt im Wildtyp-Hintergrund zu reduzierten Keimlingsin-
teraktionen, was mo¨glicherweise auf eine vera¨nderte Aktivierung von MAK-2 im Vergleich zum
Wildtyp zuru¨ckzufu¨hren sein ko¨nnte. Um diese Vermutungen genauer zu untersuchen, wurde
der Phosphorylierungsstatus von MAK-2 in einem Western-Blot getestet. Hierfu¨r wurden Prote-
inrohextrakte aus Schu¨ttelkulturen der Test- und Kontrollsta¨mme extrahiert. In Schu¨ttelkulturen
werden wenig Zellinteraktionen erwartet, und damit einhergehend auch ein geringer Phos-
phorylierungsstatus von MAK-2, sodass eine mo¨gliche Hyperphosphorylierung von MAK-2 in
den Teststa¨mmen einfach erkannt werden kann. Um aktiviertes MAK-2 nachzuweisen, wur-
de der Antiko¨rper Anti-Phospho-p44/42 verwendet, der spezifisch phosphoryliertes, aber nicht
unphoshoryliertes MAK-2 erkennt. Anschließend wurde der Antiko¨rper von der Membran ge-
waschen und die identische Membran mit weiteren Antiko¨rpern inkubiert. Dabei diente der Anti-
GFP-Antiko¨rper zum Nachweis der verschiedenen MEK-2-GFP(-C/SAAX)-Varianten in den
Test- und Kontrollsta¨mmen, also der Upstream-Kinase von MAK-2. Der Anti-Tubulin-Antiko¨rper
erkennt das als Haushaltsprotein geltende Tubulin und soll zeigen, ob in allen Proben vergleich-
bare Gesamtproteinmengen vorhanden sind.
Als Teststa¨mme wurden die Sta¨mme MT-35-330 (ptef-1-mek-2-gfp-caax) und MT-43-287
(ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2) verwendet, die mek-2-gfp-caax im Wildtyp und im mek-2-
Deletionshintergrund mit Hilfe des starken tef-1-Promotors exprimieren. Als Kontrollen dienten
neben dem Wildtyp und der ∆mek-2-Mutante die Sta¨mme MT-37-326 (ptef-1-mek-2-gfp) (Her-
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stellung in Abschnitt 3.1.2), MT-67-552 (ptef-1-mek-2-gfp-saax) und MT-45-423 (ptef-1-mek-2-
gfp, ∆mek-2), die entsprechende mek-2-gfp(-saax)-Konstrukte im Wildtyp- und im mek-2-
Deletionshintergrund exprimieren. Unter den gewa¨hlten experimentellen Bedingungen wurde
erwartet, dass MAK-2 in allen Sta¨mmen außer der ∆mek-2-Mutante zumindest basal akti-
viert ist. In der Deletionsmutante N3-15 (∆mek-2) wird kein phosphoryliertes MAK-2 erwar-
tet. In den Teststa¨mmen MT-35-330 (ptef-1-mek-2-gfp-caax) und MT-43-287 (ptef-1-mek-2-
gfp-caax, ∆mek-2) finden im Gegensatz zur mek-2-Deletionsmutante Hyphenfusionen statt,
sodass auch hier zumindest eine basale Aktivierung von MAK-2 erwartet wird. Die beiden
Teststa¨mme u¨berexprimieren mek-2-gfp-caax, und weisen Defekte in der Entwicklung von und
der Kommunikation zwischen Keimlingen auf. Eine mo¨gliche Ursache fu¨r diese Effekte ko¨nnte
eine inada¨quate Aktivierung von MAK-2 zu falschen Zeitpunkten oder an falschen Orten in
der Zelle sein, die aus den unphysiologischen Mengen und der permanenten Misslokalisierung
von MEK-2-GFP-CAAX resultieren ko¨nnte. In diesem Fall wu¨rden wir fu¨r MAK-2 in den beiden
Teststa¨mmen eine Hyperphosphorylierung erwarten.
Die Reaktion mit dem Anti-Phospho-Antiko¨rper zeigt, dass MAK-2 wie erwartet in allen
Sta¨mmen außer der mek-2-Deletionsmutante phosphoryliert vorliegt (Abbildung 3.37). Die
Sta¨rke der MAK-2- Phosphorylierung variierte dabei in den unabha¨ngig durchgefu¨hrten Ex-
perimenten, sodass keine offensichtliche Hyperphosphorylierung von MAK-2 in den mek-2-
gfp-caax-u¨berexprimierenden Sta¨mmen (Spur 5 und 7) festgestellt wurde (siehe auch [Thieme,
2014; Letz, 2014]). Die fehlende MAK-2-Phosphorylierung in der ∆mek-2-Mutante (Spur 2)
zeigt, dass die Phosphorylierung von MAK-2 in den restlichen Sta¨mmen durch MEK-2 bzw. die
entsprechenden MEK-2-GFP(-C/SAAX)-Fusionsproteine durchgefu¨hrt wird. Die mit dem Anti-
GFP-Antiko¨rper nachgewiesenen Mengen der MEK-2-Varianten, also der Upstream-Kinase
von MAK-2, ha¨ngen stark von der C-terminalen Sequenz ab. Wa¨hrend die MEK-2-GFP- und
MEK-2-GFP-SAAX-Fusionsproteine intensive Banden aufweisen (Spuren 3, 4 und 6), zeigen
die MEK-2-GFP-CAAX-Fusionsproteine vergleichsweise schwache Banden (Spuren 5 und 7).
Diese Beobachtung deutet auf einen schnellen Abbau von membrangebundenen MEK-2 hin.
Vergleichbare Beobachtungen wurden auch in Western-Blots mit der membrangebundenen
MAP-Kinasenvariante MAK-2-GFP-CAAX gemacht und deuten auf einen allgemeinen, destabi-
lisierenden Einfluss der artifiziellen Membranlokalisierung auf Komponenten des MAK-2 MAP-
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Kinasen-Moduls hin (Abschnitt 3.3.5). Der Wildtyp und die ∆mek-2-Mutante exprimieren keine
GFP-Fusionsproteine und weisen bei der Reaktion mit dem Anti-GFP-Antiko¨rper erwartungs-
gema¨ß keine Banden auf (Spuren 1 und 2). Die Kontrolle mit dem Anti-Tubulin-Antiko¨rper zeigt,
dass in allen Spuren vergleichbare Mengen Gesamtproteinextrakt vorhanden sind.
Abbildung 3.37.: Western-Analyse zur Detektion von phosphoryliertem MAK-2 in mek-2-gfp-
caax-exprimierenden Sta¨mmen
Western-Blot-Analyse von Proteinrohextrakten der Sta¨mme N1-01 (wt) (Spur 1), N3-15 (∆mek-2)
(Spur 2), MT-37-326 (ptef-1-mek-2-gfp) (Spur 3), MT-67-552 (ptef-1-mek-2-gfp-saax) (Spur 4),
MT-35-330 (ptef-1-mek-2-gfp-caax) (Spur 5), MT-45-423 (ptef-1-mek-2-gfp, ∆mek-2) (Spur 6) und
MT-43-287 (ptef-1-mek-2-gfp-caax,∆mek-2) (Spur 7). Der Antiko¨rper Anti-Phospho-p44/42 weist spezi-
fisch phosphoryliertes MAK-2 nach. MEK-2-GFP(-C/SAAX)-Fusionsproteine werden mit dem Anti-GFP-
Antiko¨rper nachgewiesen und Tubulin mit dem Antiko¨rper Anti-Tubulin.
Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass eine dynamische Lokalisation von MEK-2 zur ef-
fizienten Kommunikation zwischen Keimlingen beitra¨gt, aber nicht essentiell fu¨r den Prozess
der Zellinteraktion und Zellfusion ist. In Keimlingen des Stammes MT-42-279 (pmek-2-mek-2-
gfp-caax, ∆mek-2) finden in stark reduziertem Umfang Keimlingsfusionen statt. Keimlinge der
Sta¨mme MT-43-286 und MT-43-287 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2) weisen dagegen so
starke Polarita¨tsdefekte auf, dass Keimlingsinteraktionen nicht zuverla¨ssig bestimmt werden
konnten. Es wurde aber gezeigt, dass Hyphen im Inneren der Kolonien dieser Sta¨mme fu-
sionieren (Abschnitt 3.3.6). Im Einklang mit diesen Ergebnissen wurde gezeigt, dass MAK-2
in dem Stamm MT-43-287 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2) phosphoryliert vorliegt und die-
se Phosphorylierung ho¨chstwahrscheinlich durch die ku¨nstlich membranverankerte MAPKK-
Variante MEK-2-GFP-CAAX vermittelt wird. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit der zu-
vor beobachteten Hyperphosphorylierung der membrangebundenen MAPK-Variante MAK-2-
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GFP-CAAX. Beide Ergebnisse deuten darauf hin, dass die hierarchische Phosphorylierung
der MAP-Kinasen des MAK-2 MAP-Kinasen-Moduls an der Plasmamembran stattfindet. Der
Stamm MT-35-330 (ptef-1-mek-2-gfp-caax) weist stark reduzierte Keimlingsinteraktionen und
einen moderaten Polarita¨tsdefekt der Keimlinge auf, wa¨hrend Keimlinge des Kontrollstamms
MT-37-408 (ptef-1-mek-2-gfp) keine dieser Defekte aufweisen. Diese Ergebnisse deuten ge-
meinsam mit dem Polarita¨tsdefekt von Keimlingen der Sta¨mme MT-43-286 und MT-43-287
(ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2) darauf hin, dass die U¨berexpression von mek-2-gfp-caax
spezifisch in Keimlingen zu einem Polarita¨tsdefekt fu¨hrt, der durch die Anwesenheit von na-
tivem MEK-2 abgeschwa¨cht wird.
3.3.9. MEK-2-GFP-CAAX ermo¨glicht eine sexuelle Differenzierung
Deletionsmutanten der Kinasen des MAK-2 MAP-Kinasen-Moduls zeigen nicht nur bei der ve-
getativen, sondern auch bei der sexuellen Entwicklung Defizite. Alle drei Kinasen sind essentiell
fu¨r die Bildung reifer Vorfruchtko¨rper, der sogenannten Protoperithezien, und die Deletionsmu-
tanten nrc-1, mek-2 und mak-2 sind folglich weiblich steril [Pandey et al., 2004; Maerz et al.,
2008; Lichius et al., 2012a]. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Expression von mek-2-
gfp-caax die vegetativen Entwicklungsdefekte der ∆mek-2-Mutante partiell komplementiert,
wa¨hrend eine U¨berexpression in Anwesenheit der nativen Kinase Keimlingsinteraktionen re-
duziert (Abschnitt 3.3.6 und 3.3.7). Um herauszufinden, ob die membrangebundene Kinase-
variante MEK-2-GFP-CAAX auch wa¨hrend der sexuellen Entwicklung die Funktion der nativen
Kinase zumindest teilweise u¨bernehmen kann, und ob auch hier toxische Effekte sichtbar sind,
wurden mek-2-gfp-caax-exprimierende Sta¨mme in einer Kreuzung als weiblicher Kreuzungs-
partner eingesetzt. Die Entwicklung sexueller Reproduktionsstrukturen wurde vor der Befruch-
tung, sowie 8 und 16 Tage nach der Befruchtung stereomikroskopisch untersucht. Dabei wurde
auf quantitative und qualitative Unterschiede in der Entwicklung der Test- und der Kontroll-
kreuzungen geachtet. Perithezien der Kreuzungen wurden aufgebrochen und die freigelegten
Rosetten verglichen.
Als Teststa¨mme fu¨r die Kreuzungen wurden die Sta¨mme MT-43-286, MT-43-287 (ptef-1-mek-2-
gfp-caax, ∆mek-2, matA) und MT-35-330 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, matA) eingesetzt. Mit den
142
3.3. Artifizielle Missrekrutierung von Komponenten der MAP-Kinasen-Kaskade
Sta¨mmen MT-43-286, MT-43-287 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2, matA) sollte untersucht
werden, ob MEK-2GFP-CAAX die Funktionen der nativen Kinase wa¨hrend der sexuellen Ent-
wicklung ganz oder teilweise u¨bernehmen kann. Mit dem Stamm MT-35-330 (ptef-1-mek-2-
gfp-caax, matA) sollte getestet werden, ob MEK-2-GFP-CAAX in Anwesenheit der nativen
Kinase zu toxischen Effekten fu¨hrt. Da die sexuelle Entwicklung der Sta¨mme MT-43-286 und
MT-43-287 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2, matA) vergleichbar verlief, werden die Kreuzun-
gen hier exemplarisch anhand des Stammes MT-43-286 dargestellt. Auf kleinere Unterschiede
in der Entwicklung wird entsprechend eingegangen. Zur Kontrolle wurden Kreuzungen mit dem
Wildtyp N1-01 (matA) und der mek-2-Deletionsmutante N3-15 (∆mek-2, mata) als weiblichen
Kreuzungspartnern durchgefu¨hrt. Die Befruchtung der jeweiligen Kreuzungsplatten erfolgte mit
Sporensuspensionen des Wildtyp-Stamms N1-02 (mata) (MT-43-286, N1-01) bzw N1-01 (ma-
tA) (N3-15) oder mit dem his-auxotrophen Wildtyp-Stamm N1-04 (his-3-, mata) (MT-43-286,
N1-01). Da bei der Verwendung der unterschiedlichen ma¨nnlichen Kreuzungspartner keine
Unterschiede in der Entwicklung der weiblichen Reproduktionsstrukturen erwartet oder beob-
achtet wurden, wurden die Ergebnisse entsprechend zusammengefasst.
Sporen der weiblichen Kreuzungspartner wurden auf einem Westergaard‘s-Kreuzungsmedium
inokuliert und die Platten bei 27◦C und einem wechselnden Tag/Nacht-Rhythmus inkubiert.
Nach 7 Tagen wurden die Platten stereomikroskopisch untersucht. Der Stamm N1-01 (matA)
hat gleichma¨ßig u¨ber die Platte verteilt Protoperithezien gebildet (Tag 0, Abbildung 3.38A, dritte
Spalte), ebenso wie der Stamm MT-35-330 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, matA) (Abbildung 3.38A,
zweite Spalte). Auf den Keuzungsplatten des Stammes MT-43-286 (ptef-1-mek-2-gfp-caax,
∆mek-2, matA) befinden sich nur wenige Protoperithezien-a¨hnliche Strukturen, die deutlich
kleiner als die des Wildtyps sind (Abbildung 3.38A, erste Spalte). Die ∆mek-2-Mutante bildet
wie erwartet keine sichtbaren Vorfruchtko¨rper (Abbildung 3.38A, vierte Spalte). Im Anschluss
an diese Untersuchung wurden alle Sta¨mme mit Sporensuspensionen von Wildtyp-Sta¨mmen
des entgegengesetzten Paarungstyps befruchtet.
8 Tage nach der Befruchtung haben der Stamm MT-35-330 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, matA) und
der Wildtyp N1-01 (matA) viele dunkle Perithezien gebildet, die eine gleichma¨ßige Birnenform
aufweisen. Die Perithezien haben bereits erste Askosporen entlassen, die im Deckel der Kreu-
zungsplatten beobachtet werden ko¨nnen. Die Anzahl der Askosporen, die von dem Stamm
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MT-35-330 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, matA) entlassen werden, ist im Vergleich zum Wildtyp re-
duziert . Der Stamm N3-15 (∆mek-2, mata) hat dagegen wie erwartet keine Perithezien ge-
bildet oder Askosporen entlassen. Der Stamm MT-43-286 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2,
matA) weist im Vergleich zum Wildtyp nur wenige, Perithezien-a¨hnliche Strukturen auf, die eine
runde Form haben, nur schwach melanisiert sind und teilweise bereits gut sichtbare Ostiolen
gebildet haben. In drei von vier unabha¨ngig durchgefu¨hrten Kreuzungen wurden zu diesem
Zeitpunkt noch keine Askosporen entlassen. Lediglich in einer der Kreuzungen wurden 8 Tage
nach der Befruchtung Askosporen in dem Deckel der Kreuzungsplatte entdeckt, die im Ver-
gleich zum Wildtyp oder dem Stamm MT-35-330 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, matA) in der Anzahl
reduziert waren (Abbildung 3.38B). 15 Tage nach der Befruchtung weisen die Kreuzungsplatten
des Wildtyps und des Stammes MT-35-330 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, matA) stark melanisierte
Perithezien auf. Die Ha¨lse der Perithezien sind klar definiert und nach oben gerichtet, wodurch
es zu der typischen Birnenform kommt. Im Deckel der Kreuzungsplatten befinden sich As-
kosporen, wobei die Anzahl im Stamm MT-35-330 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, matA) im Vergleich
zum Wildtyp geringer ist. Der Stamm MT-43-286 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2, matA) hat
nun ebenfalls melanisierte Perithezien gebildet, von denen viele sich morphologisch von den
Perithezien des Wildtyps unterscheiden. Im Deckel der Kreuzungsplatten befinden sich auch
Askosporen, deren Anzahl im Vergleich zum Wildtyp reduziert ist. Der mek-2-Deletionsstamm
bildet wie erwartet keine Perithezien und keine Askosporen (Abbildung 3.38C).
Umfangreiche stereomikroskopische Untersuchungen von Perithezien der Sta¨mme MT-43-286
und MT-43-287 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2, matA) wurden durchgefu¨hrt, um die un-
gewo¨hnliche Morphologie genauer zu charakterisieren. Im Vergleich zum Wildtyp wurden da-
bei 4 Hauptunterschiede ersichtlich, die beliebig untereinander kombiniert werden. 15 Ta-
ge nach der Befruchtung sind die Ha¨lse der Perithezien in den Sta¨mmen MT-43-286 und
MT-43-287 breiter und runder als die Ha¨lse des Wildtyps. Diese Beobachtung tritt bei dem
Stamm MT-43-287 sta¨rker in Erscheinung als bei dem Stamm MT-43-286 und ist 19 Tage nach
der Befruchtung in beiden Sta¨mmen weniger ausgepra¨gt als noch einige Tage zuvor (3.39A und
B). Eine weitere Beobachtung, die in dem Stamm MT-43-287 ausgepra¨gter zu sein scheint als
in dem Stamm MT-43-286, ist eine reduzierte Melanisierung. Es werden ha¨ufig Perithezien be-
obachtet, die hellbraun gefa¨rbt sind und nicht die fast schwarze Farbe der Wildtyp-Perithezien
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aufweisen. Dieser Effekt ist 19 Tage nach der Befruchtung weniger deutlich. Ein auffa¨lliger
Unterschied, der in den Sta¨mmen MT-43-286 und MT-43-287 vergleichbar ha¨ufig auftritt, ist
die vermehrte Bildung von Perithezien mit zwei oder mehr Ha¨lsen. Des Weiteren bilden die
beiden mek-2-gfp-caax-exprimierenden Sta¨mme ha¨ufig Ha¨lse, die zur Seite oder in Richtung
Agar zeigen, statt sich wie die Ha¨lse von Wildtyp-Perithezien nach oben zu richten (3.39A).
Dieser morphologische Unterschied ist 19 Tage nach der Befruchtung noch deutlicher. Zu die-
sem Zeitpunkt werden auch in den Sta¨mmen MT-43-286 und MT-43-287 vermehrt Askosporen
entlassen, die aufgrund der seitlichen Ha¨lse in den Agar geschossen werden und dort als
schwarze Punkte auffallen (Abbildung 3.39B).
20 Tage nach der Befruchtung mit dem ma¨nnlichen Kreuzungspartner wurden Perithezien des
Wildtyps und des Stammes MT-43-86 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2, matA) aufgebrochen
und die Askosporen-enthaltenden Rosetten freigelegt. Die Perithezien des Wildtyps enthalten
Rosetten, bestehend aus vielen Asci, die weiße und schwarze Askosporen beinhalten. Die Pe-
rithezien des Stammes MT-43-286 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2, matA) enthalten dagegen
Rosetten, die kleiner sind als die des Wildtyps und sich aus weniger Asci zusammensetzen.
Entsprechend ist die Anzahl der vorhandenen Askosporen kleiner, wobei auch hier schwar-
ze und weiße Askosporen vorkommen (Abbildung 3.38D). Um einen Gesamtu¨berblick u¨ber die
Menge der gebildeten Perithezien zu erhalten, wurden die Kreuzungsplatten nach 15 bis 20 Ta-
gen fotografiert. Es ist klar zu erkennen, dass der Stamm MT-35-330 (ptef-1-mek-2-gfp-caax,
matA) und der Wildtyp viele Perithezien bilden, sodass die Platte dunkel gefa¨rbt ist. Die Kreu-
zungsplatte des Stammes MT-43-386 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2, matA) weist dagegen
nur wenige dunkle Punkte auf, wobei es sich um gebildete Perithezien handelt. Der Stamm
N3-15 (∆mek-2, mata) hat wie beschrieben keine Perithezien gebildet und weist daher keine
schwarzen Punkte auf (Abbildung 3.38E).
Protoperithezien sind komplexe Strukturen, die aus mindestens 14 verschiedenen Zelltypen be-
stehen [Bistis et al., 2003]. Wa¨hrend die morphologischen Schritte der weiblichen Differenzie-
rung in N. crassa ausfu¨hrlich beschrieben wurden, ist wenig u¨ber die genetische Regulierung
dieses Prozesses bekannt. Aktuelle Studien haben gezeigt, dass mindestens 9 unterschiedli-
che Signaltransduktionswege bei der Regulierung beteiligt sind, darunter alle drei in N. crassa
vorhandenen MAP-Kinasen-Module [Chinnici et al., 2014]. Interessanterweise sind fast alle
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Abbildung 3.38.: Beobachtung der sexuellen Entwicklung der Sta¨mme MT-43-286 und MT-35-330
Die sexuelle Entwicklung der Sta¨mme MT-43-286 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2, matA) und
MT-35-330 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, matA) als weiblicher Kreuzungspartner wurde u¨ber einen Zeitraum
von 4 Wochen stereomikroskopisch beobachtet und mit der Entwicklung des positiven Kontrollstamms
N1-01 (matA) und des negativen Kontrollstamms N3-15 (∆mek-2, mata) verglichen. Die Entwicklung
wurde kurz vor der Befruchtung mit Sporen der Sta¨mme N1-01 (matA), N1-02 (mata) oder N1-04 (his-3-,
mata) (A) und 8 Tage (B), 15 Tage (C) und bis zu 20 Tage (D und E) danach dokumentiert. Die Maßsta¨be
betragen: 0,5 mm (A und C obere Zeile), 2 mm (B obere Zeile), 0,2 mm (B mittlere Zeile und D), sowie
0,1 mm (B untere Zeile).
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Abbildung 3.39.: Beobachtung morphologisch vera¨nderter Perithezien nach 15 und 19 Tagen In-
kubationszeit
Perithezien der weiblichen Kreuzungspartner MT-43-286 und MT-43-287 (ptef-1-mek-2-gfp-caax,
∆mek-2, matA) wurden 15 Tage (A) und 19 Tage (B) nach der Befruchtung mit Sporen des Stammes
N1-02 (mata) stereomikroskopisch untersucht und mit Perithezien des Wildtyp-Stamms N1-01 (matA)
verglichen. Maßstab: 0,2mm.
in N. crassa bekannten weiblich sterilen Mutanten vo¨llig fertil, wenn sie in einer Kreuzung als
ma¨nnlicher Partner eingesetzt werden. Das gilt auch fu¨r die Kinasen des MAK-2 MAP-Kinasen-
Moduls. Kreuzungen, bei denen der Wildtyp als weiblicher und Sporen der Deletionsmutanten
der jeweiligen MAP-Kinasen als ma¨nnlicher Kreuzungspartner eingesetzt werden, entwickeln
sich normal und generieren normale Askosporen, obwohl sexuelle Fusionsereignisse fu¨r die-
sen Prozess essentiell sind. Der lethale Pha¨notyp von Askosporen, die Deletionen der jewei-
ligen MAP-Kinase aufweisen, ist daher vermutlich auf keine Beeintra¨chtigung der sexuellen
Entwicklung zuru¨ckzufu¨hren, sondern wird zu den vegetativen Entwicklungsdefiziten der Dele-
tionsmutanten geza¨hlt. Der Askospor-lethale Pha¨notyp ist dadurch gekennzeichnet, dass die
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Askosporen nicht keimen und daher keine Nachkommen aus den entsprechenden Kreuzungen
gewonnen werden ko¨nnen [Pandey et al., 2004; Maerz et al., 2008; Lichius et al., 2012a]. Um
die verschiedenen Funktionen der MAP-Kinasen in verschiedenen Entwicklungsstadien von
N. crassa genauer zu charakterisieren, wurde in dieser Arbeit untersucht, ob die membrange-
bundenen Versionen der MAPKK MEK-2 und der MAPK MAK-2 den Askospor-lethalen Defekt
des Deletionsstamms aufheben ko¨nnen.
Um die Keimfa¨higkeit von mek-2-gfp-caax bzw. mak-2-gfp-caax-exprimierenden Sta¨mmen zu
untersuchen, wurden heterozygote Kreuzungen durchgefu¨hrt, in denen der Wildtyp N1-02 (ma-
ta) bzw. N1-01 (matA), je nach dem beno¨tigtem Paarungstyp des ma¨nnlichen Partners, als
weiblicher Kreuzungspartner eingesetzt wurde. Als ma¨nnlicher Kreuzungspartner dienten die
Sta¨mme MT-42-279 (pmek-2-mek-2-gfp-caax,∆mek-2, matA) und MT-21-643 (pmak-2-mak-2-
gfp-caax, ∆mak-2, mata). Zur Kontrolle wurden außerdem homozygote Kreuzungen mit zwei
Wildtyp-Sta¨mmen entgegengesetzten Paarungstyps durchgefu¨hrt, und Kreuzungen mit den
∆mek-2- und ∆mak-2-Sta¨mmen N3-15 und 599 als jeweils ma¨nnlichen Partnern in hetero-
zygoten Kreuzungen mit dem Wildtyp. Das Keimen der erhaltenen Askosporen sollte im An-
schluss auf Medium mit und ohne Hygromycin-Zugabe untersucht werden, wobei Hygromycin
der Selektionsmarker der Deletionsmutanten ist. Da die Deletionen von mak-2 oder mek-2 be-
kanntermaßen zu einem Askospor-lethalen Pha¨notyp fu¨hren [Pandey et al., 2004; Maerz et al.,
2008] und Hygromycin das Wachstum des Wildtyps verhindert, wurden noch positive Kontroll-
kreuzungen mit der ∆erg-2 Mutante N2-35 als ma¨nnlichen und dem Wildtyp als weiblichen
Kreuzungspartner durchgefu¨hrt. Diese Mutante besitzt ebenfalls eine Hygromycin-Resistenz
und es wurde zuvor berichtet, dass die Deletion von erg-2 keinen Einfluss auf die Keimung
der Askosporen hat [Weichert et al., 2016]. Etwa 200 hitzeaktivierte Askosporen der jeweiligen
Kreuzungen wurden auf Platten mit BDES-Medium und mit BDES-Medium mit Hygromycin
ausplattiert, wobei durch die Zugabe von Hygromycin auf die jeweiligen Deletionsmutanten se-
lektiert wird. Das BDES-Medium fu¨hrt durch eine hohe Osmolarita¨t zu kolonieartigem Wachs-
tum, sodass keimende Askosporen einzelne Kolonien bilden, die nach 2 Tagen Inkubation bei
30◦C leicht geza¨hlt werden ko¨nnen. Dabei wird davon ausgegangen, dass jede Kolonie auf
eine gekeimte Askospore zuru¨ckzufu¨hren ist.
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Es wurde dabei erwartet, dass auf den BDES-Platten der Wildtyp und der ∆erg-2-Kreuzungen
nahezu alle Askosporen auskeimen, wa¨hrend in den ∆mek-2- und ∆mak-2-Kreuzungen et-
wa die Ha¨lfte der Askosporen auskeimen, die das Wildtyp-Allel der jeweiligen MAP-Kinase
besitzen. Auf dem Selektionsmedium mit Hygromycin wurde fu¨r die Askosporen der homo-
zygoten Wildtyp-Kreuzung kein Wachstum erwartet, da die entsprechenden Askosporen kei-
ne Hygromycin-Resistenz aufweisen. Askosporen der der ∆mek-2- und ∆mak-2-Kreuzungen
tragen zwar das Hygromycin-Resistenzgen wenn sie die Deletion der MAP-Kinase besitzen,
allerdings wird hierdurch gleichzeitig auf den Askospor-lethalen Pha¨notyp der Ausschaltmu-
tante selektiert, sodass hier ebenfalls kein Wachstum erwartet wird. Die Deletion von erg-2,
die ebenfalls mit einer Hygromycin-Resistenz einhergeht, beeinflusst das Keimen der Askos-
poren dagegen nicht. es wird also erwartet, dass die Ha¨lfte der Askosporen, also alle die die
erg-2-Deletion tragen, auf BDES mit Hygromycin auskeimen.
Diese Erwartungen wurden experimentell besta¨tigt. Auf BDES-Medium ohne Selektionszusatz
keimen durchschnittlich 133 ± 10,2 Askosporen der Wildtyp-Kreuzung und 113 ± 18 As-
kosporen der ∆erg-2-Kreuzung. Mit durchschnittlich 62 ± 9,7 (N1-01 x N3-15) bis 82 ± 4,1
(N1-01 x 599) Kolonien pro Platte keimen in den Kreuzungen der ∆mek-2- und ∆mak-2-
Sta¨mme wie erwartet etwa die Ha¨lfte der Askosporen. In einem a¨hnlichen Bereich befinden sich
auch die Kreuzungen der Teststa¨mme MT-42-279 (pmek-2-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2, matA)
und MT-21-643 (pmak-2-mak-2-gfp-caax, ∆mak-2, mata), in denen durchschnittlich 66 ± 12,7
bzw. 52 ± 9,7 Askosporen je Platte mit BDES-Medium keimen. Diese Werte deuten darauf
hin, dass der Askospor-lethale Pha¨notyp der Deletionsmutanten durch die Expression der je-
weiligen membrangebundenen Kinasevariante nicht komplementiert wird. Die Ausza¨hlungen
der Kolonien auf Platten mit BDES und dem Hygromycin-Selektionsmarker zeigten aber, dass
von den Kreuzungen des Stammes MT-42-279 (pmek-2-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2, matA) etwa
11 ± 4,9 Askosporen pro Platte keimen, was im Vergleich zu den Platten ohne Hygromycin-
Zusatz knapp unter 20% betra¨gt. Im Gegensatz dazu keimen von den Askosporen der ∆erg-2-
Kreuzung auf den BDES-Platten mit Hygromycin etwa 62 ± 8,8 Askosporen, was im Ver-
gleich zu den Platten ohne Hygromycin-Zusatz etwas u¨ber 50 % entspricht und somit die
Erwartungen erfu¨llt. Die Askosporen aller anderen Kreuzungen keimen auf den Platten mit
Hygromycin-Zusatz nicht (Abbildung 3.40). Diese Ergebnisse zeigen, dass die Expression von
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mek-2-gfp-caax den Askospor-lethalen Pha¨notyp der ∆mek-2-Mutante partiell komplemen-
tiert, wa¨hrend die membrangebundene Kinasevariante MAK-2-GFP-CAAX die Aufgaben der
nativen Kinase auch wa¨hrend der Keimung der Askosporen nicht u¨bernehmen kann.
Abbildung 3.40.: Keimung von mak-2-gfp-caax und mek-2-gfp-caax-exprimierenden Askosporen
Askosporen der angegebenen Kreuzungen wurden hitzeaktiviert und bei 30◦C auf Platten mit BDES
oder BDES mit Hygromycin inkubiert. Nach 2 Tagen ko¨nnen die gebildeten Kolonien geza¨hlt werden,
die etwa der Anzahl gekeimter Askosporen entsprechen. Die Anzahl gekeimter Askosporen auf BDES
mit Hygromycin in Relation zu der Anzahl gekeimter Askosporen auf BDES wurde fu¨r die jeweiligen
Kreuzung in einem Diagramm dargestellt. Die Fehlerbalken repra¨sentieren die Standardabweichung
aus drei unabha¨ngigen Experimenten
150
4. Diskussion
4.1. Lokalisation von Komponenten der
MAK-2 MAP-Kinasen-Kaskade
Die Keimlingsfusion in N. crassa ist ein bilaterales System, in dem zwei interagierende Keim-
linge gerichtet aufeinander zuwachsen. Da wa¨hrend dieses Prozesses beide Interaktionspart-
ner ihre Wachstumsrichtung aneinander anpassen, wird davon ausgegangen, dass auch bei-
de Partner ein unbekanntes chemotropes Signal senden und empfangen. Eine Besonderheit
bei der Keimlingsfusion von N. crassa ist, dass die interagierenden Zellen potentiell genetisch
identisch sind und sich in einem a¨hnlichen Entwicklungsstadium befinden. Daher wird erwar-
tet, dass beide Zellen einen identischen Chemoattraktanten sekretieren, der in beiden Zellen
an identischen Rezeptoren bindet. Aus diesen Annahmen resultierte die Frage, wie die Zel-
len ihren Interaktionspartner wahrnehmen und gleichzeitig eine Selbststimulation verhindern
ko¨nnen. Einen Erkla¨rungsansatz fu¨r diese zentrale Frage bietet das Modell des ”Zelldialogs“,
und erweitert damit unser Versta¨ndnis eukaryotischer Zellfusionen. In diesem Modell wechseln
interagierende Keimlinge schnell zwischen zwei physiologischen Zusta¨nden, die mit dem Sen-
den und dem Empfangen eines vorhergesagten Chemoattraktanten in Verbindung gebracht
werden. Die Zellen befinden sich wa¨hrend ihres ”Dialogs“ also abwechselnd in einem von zwei
unterschiedlichen Modi, in dem sie entweder nur ”Reden“ (Signal senden) oder nur ”Zuho¨ren“
(Signal empfangen). Die Basis fu¨r das Modell des ”Zelldialogs“ bildet die Beobachtung, dass die
Proteine SO und MAK-2 in interagierenden Keimlingen gegenla¨ufig an den Spitzen der Keim-
linge oszillieren [Fleissner et al., 2009; Fleissner and Serrano, 2016]. Die Beobachtung dieser
subzellula¨ren Dynamik wurde erst durch die Nutzung moderner, zeitauflo¨sender Fluoreszenz-
mikroskopie im lebenden Organismus mo¨glich [Stephens and Allan, 2003; Hickey et al., 2002;
Freitag et al., 2004].
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4.1.1. Die Kinasen des MAK-2 MAP-Kinasen-Moduls oszillieren synchron an die
Spitzen interagierender Keimlinge
Das Beispiel des ”Zelldialog“-Modells zeigt, dass die subzellula¨re Lokalisation eines Proteins
Hinweise auf seine Funktion oder Funktionsweise geben kann, und wie moderne Mikroskopie-
Techniken zu unserem Versta¨ndnis von biologischen Vorga¨ngen beitragen ko¨nnen. Obwohl das
Modell des ”Zelldialogs“ wichtige Ansatzpunkte liefert, um die Mechanismen der Zellkommuni-
kation in N. crassa zu verstehen, sind die molekularen Abla¨ufe und die Regulation dieser Pro-
zesse noch nicht vollsta¨ndig verstanden. Analog zu dem gut untersuchten Zellfusions-Modell
in der Hefe S. cerevisiae wa¨hrend des Matings spielt in N. crassa die MAK-2 MAP-Kinasen-
Kaskade eine bedeutende Rolle bei der intrazellula¨ren Signalweiterleitung (Abschnitt 1.2 und
[Fleissner and Serrano, 2016]). Neben der Frage, wie das MAK-2 MAP-Kinasen-Modul akti-
viert wird, stand zu Beginn dieser Arbeit die zentrale Frage im Raum, wo die Aktivierung der
Kinasen stattfindet. Die oszillatorische Rekrutierung von MAK-2 an die Spitzen interagierender
Keimlinge deutete darauf hin, dass eine Aktivierung der Kinasen analog zur Hefe an der Plas-
mamembran stattfinden ko¨nnte [Fleissner et al., 2009]. Diese Hypothese wurde in dieser Arbeit
zuna¨chst durch Live Cell Imaging-Experimente unterstu¨tzt, in denen gezeigt wurde, dass die
MAPKK MEK-2 in interagierenden Keimlingen zeitgleich mit MAK-2 oszilliert und beide Kina-
sen dabei in gemeinsamen Komplexen an der Plasmamembran vorliegen. Obwohl die Fluo-
reszenzsignale von NRC-1-GFP in Keimlingen sehr gering sind, deuten die Untersuchungen
darauf hin, dass NRC-1 mo¨glicherweise auch eine oszillierende Dynamik wa¨hrend der Zell-
Zell-Interaktion aufweist. Die mit diesen Ergebnissen unterstu¨tzte Vermutung, dass alle drei
Kinasen der untersuchten MAP-Kinasen-Kaskade in einem Komplex an die Plasmamembran
rekrutiert und von dort wieder entlassen werden, wird weiterhin durch die Identifizierung des
Geru¨stproteins HAM-5 wa¨hrend der Entstehung dieser Arbeit in zwei unabha¨ngigen Studien
unterstu¨tzt [Jonkers et al., 2014; Dettmann et al., 2014].
In einem ersten Ansatz wurde in einer Studie von Jonkers et al. [2014] das Phosphoproteom ei-
ner mak-2Q100G-exprimierenden ∆mak-2-Mutante mit und ohne Zugabe eines Inhibitors vergli-
chen, der spezifisch die Aktivita¨t der MAK-2Q100G-Kinasevariante blockiert. Dabei wurde HAM-5
als potentielles Substrat von MAK-2 identifiziert, wobei auch indirekte Effekte mo¨glich sind. Mu-
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tationen einer vorhergesagten MAK-2-Konsensus-Phosphorylierungsstelle in HAM-5, die eine
Phosphorylierung entweder verhindern (HAM-5S506A) oder vorta¨uschen sollten (HAM-5S506E),
hatten in interagierenden Keimlingen keinen Einfluss auf die Funktion der HAM-5-Varianten. Es
wurde aber gezeigt, dass HAM-5 in interagierenden Keimlingen zeitgleich mit MAK-2, MEK-2
und NRC-1 oszilliert. Die Vermutung, dass HAM-5 als Geru¨stprotein der MAK-2 MAP-Kinasen-
Kaskade funktioniert wird weiterhin durch die Beobachtung unterstu¨tzt, dass HAM-5 fu¨r die
Lokalisation von MAK-2 und MEK-2 in Punkten an der Plasmamembran nicht-interagierender
Keimlinge notwendig ist, wa¨hrend HAM-5 diese Lokalisation unabha¨ngig von MAK-2 aufweist
[Jonkers et al., 2014]. In der Hefe S. cerevisiae lokalisiert das Geru¨stprotein Ste5 nach ei-
ner Pheromonbehandlung der Zellen an der Plasmamembran an der Spitze der gebildeten
Shmoos. Diese Membranlokalisation ist unabha¨ngig von den Kinasen Ste11 (MAPKKK) und
Ste7 (MAPKK), da sie auch in den ste11∆ und ste7∆ Mutanten beobachtet wird [Pryciak and
Huntress, 1998]. Gemeinsam deuten diese Ergebnisse nicht nur darauf hin, dass in N. crassa
HAM-5 die subzellula¨re Lokalisation von MAK-2 und MEK-2 beeinflusst, sondern auch dar-
auf, dass die basale Sekretion eines chemotropen Signals unabha¨ngig von der Kinaseaktivita¨t
von MAK-2 stattfinden ko¨nnte (oder Zellen sich bereits vor der Entwicklung einer Fusionskom-
petenz in dem Modi ”Zuho¨ren“ befinden). Um diese Mo¨glichkeit genauer zu untersuchen, ist
das mit SO interagierende Protein SIP-1 ein interessanter Kandidat. Dieses Protein weist eine
bisher einzigartige subzellula¨re Lokalisation auf. In Keimlingen lokalisiert es oszillierend im Cy-
toplasma und an der wachsende Spitze - und zwar unabha¨ngig davon, ob die Keimlinge sich
in einer Interaktion befinden, oder nicht [Schumann, perso¨nliche Mitteilung]. Im Einklang mit
der Vermutung, dass SO eine Rolle beim Senden eines chemotropen Signals spielt, weist die
Dynamik von SIP-1 darauf hin, dass das Protein eine Rolle bei der Initiierung des ”Zelldialogs“
spielen ko¨nnte. Weitere Untersuchungen von SO und SIP-1 ko¨nnten Aufschluss u¨ber den Me-
chanismus der Sekretion des unbekannten Chemoattraktanten geben und mo¨glicherweise Ein-
blicke in die Initiierung des ”Zelldialogs“ geben. Von besonderem Interesse wa¨re es in diesem
Zusammenhang, sich die Lokalisation von HAM-5 und MAK-2 in ∆sip-1-Mutanten anzuschau-
en, in der keine Keimlingsinteraktionen stattfinden. Eine Misslokalisation dieser Proteine wa¨re




In einem zweiten unabha¨ngigen Ansatz wurden in der Studie von Dettmann et al. [2014] Af-
finita¨tsaufreinigungen der drei Kinasen des MAK-2 MAP-Kinasen-Moduls mit Massenspektro-
metrie verbunden. Dabei wurde HAM-5 als Geru¨stprotein fu¨r die drei Kinasen des MAK-2 MAP-
Kinasen-Moduls vorgeschlagen und das Protein STE-50 als Adapter zwischen HAM-5 und der
MAPKKK NRC-1. In Co-Immunopra¨zipitations-Experimenten wurde besta¨tigt, dass HAM-5 und
die drei Kinasen in einem Komplex mit STE-50 vorliegen [Dettmann et al., 2014]. In Abwesen-
heit von HAM-5 konnten dagegen weder NRC-1 noch MEK-2 mit MAK-2 co-pra¨zipitiert werden
[Jonkers et al., 2014; Dettmann et al., 2014]. Dennoch liegt MAK-2 in Hyphen und Keimlin-
gen der ∆ham-5-Mutante noch phosphoryliert vor, wenn auch in reduziertem Umfang im Ver-
gleich zum Wildtyp [Aldabbous et al., 2010; Jonkers et al., 2014; Dettmann et al., 2014]. In
∆mek-2 oder ∆nrc-1-Sta¨mmen weist MAK-2 dagegen keine Phosphorylierung auf [Pandey
et al., 2004; Dettmann et al., 2012]. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Signaltransduktion der
MAP-Kinasen-Kaskade im ∆ham-5-Hintergrund nicht vollsta¨ndig unterbrochen ist [Aldabbous
et al., 2010]. Wa¨hrend der Signalweiterleitung phosphorylieren die Kinasen sich vermutlich
sequentiell, was auf eine direkte Interaktion zwischen den Kinasen schließen la¨sst. Im Ein-
klang mit dieser Vermutung interagieren die Kinasen NRC-1 und MEK-2, sowie MEK-2 und
MAK-2 in Yeast-Two-Hybrid-Experimenten miteinander [Dettmann et al., 2012]. Diese Inter-
aktionen sind vermutlich transient, da die Kinasen in Abwesenheit des Geru¨stproteins HAM-5
nicht co-pra¨zipitieren. Gemeinsam unterstu¨tzen die Daten der Co-Lokalisierungsexperimente
in dieser Arbeit und die Identifizierung des Geru¨stproteins HAM-5 ein Modell, in dem die Kina-
sen des MAK-2 MAP-Kinasen-Moduls wa¨hrend der Zell-Zell-Kommunikation gemeinsam an
die Plasmamembran rekrutiert werden und dort eine Aktivierung der MAP-Kinasen-Kaskade
durch noch unbekannte Faktoren stattfindet (Abschnitt 3.1.4 und [Jonkers et al., 2014; Dett-
mann et al., 2014]).
4.1.2. Die Genexpression von nrc-1 und mek-2 wird vermutlich auf
unterschiedlichen Ebenen reguliert
In dieser Arbeit war die oszillatorische Rekrutierung der MAPKKK NRC-1 in interagierenden
Keimlingen nur schwer zu erkennen. Zum einen ko¨nnte dies an dem geringen Fluoreszenzsi-
gnal der mit GFP fusionierten Kinase liegen, das sich auch durch eine U¨berexpression mit Hilfe
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des starken tef-1-Promotors nur unzureichend verbessern ließ. Im Gegensatz hierzu konnte
die Fluoreszenzintensita¨t der MAPKK MEK-2 durch eine U¨berexpression mit Hilfe des tef-1-
Promotors stark verbessert werden, obwohl beide Kinasen bei einer Expression durch die
jeweiligen nativen Promotoren a¨hnlich starke Fluoreszenzsignale aufweisen. Diese Beobach-
tung ko¨nnte ein Hinweis auf eine unterschiedliche Regulation der Genexpression dieser beiden
Kinasen sein. Die intensiven Fluoreszenzsignale von u¨berexprimiertem MEK-2-GFP deuten
dabei darauf hin, dass die Expression der Kinase zu einem großen Teil auf transkriptioneller
Ebene reguliert wird. Die geringen Fluoreszenzintensita¨ten von u¨berexprimiertem NRC-1-GFP
ko¨nnten im Gegensatz dazu ein Hinweis darauf sein, dass die Expression der Kinase zusa¨tzlich
durch post-transkriptionelle Mechanismen auf Ebene der RNA oder durch translationale Me-
chanismen beispielsweise bei der Initiation der Translation reguliert werden ko¨nnte. Die ge-
ringen Fluoreszenzsignale von NRC-1 wurden (auch nach einer U¨berexpression der Kinase)
in anderen Arbeiten besta¨tigt [Jonkers et al., 2014]. In der Hefe S. cerevisiae wurde dagegen
von keinem mangelhaften Fluoreszenzsignal von Ste11-Fusionsproteinen berichtet. Dennoch
lokalisiert die Kinase auch in der Hefe nur zu einem geringen Teil an der Spitze der Shmoos
[Maeder et al., 2007]. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass auch die Kinase NRC-1 in
N. crassa nur teilweise an den Spitzen lokalisieren ko¨nnte. Diese Mo¨glichkeit wird durch Lo-
kalisationsexperimente in reifen Hyphen unterstu¨tzt, in denen NRC-1-GFP trotz des relativ ge-
ringen Fluoreszenzsignals im Vergleich zu MEK-2 oder MAK-2 sehr deutlich an den Septen
lokalisiert.
4.1.3. Unterschiedliche physiologische Konzentrationen der Kinasen des
MAK-2 MAP-Kinasen-Moduls tragen mo¨glicherweise zur Sensitivita¨t der
Signaltransduktion bei
Die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen in dieser Arbeit, in denen nrc-1-gfp, mek-2-
gfp und mak-2-gfp mit Hilfe der jeweiligen nativen Promotoren exprimiert wurden, zeigen,
dass die Kinasen in sehr unterschiedlichen Mengen in den Zellen vorhanden sind. Wa¨hrend
NRC-1-GFP und MEK-2-GFP unter nativen Expressionsbedingungen (allerdings am his-3-
Lokus) in Keimlingen nicht detektierbar und in reifen Hyphen nur an den Septen zu sehen
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sind, wird MAK-2 unter diesen Expressionsbedingungen in Keimlingen und reifen Hyphen cy-
toplasmatisch, im Zellkern und an den Septen detektiert. In interagierenden Keimlingen oszil-
liert MAK-2 an den Spitzen der Interaktionspartner. Die beobachteten unterschiedlichen Men-
gen der Kinasen, mit einer steigenden Konzentration von den Upstream-Kinasen NRC-1 und
MEK-2 zu der MAPK MAK-2, wurden bereits zuvor in verschiedenen MAP-Kinasen-Kaskaden
aus Pilzen und Tieren beobachtet [Ferrell, 1996]. Beispielsweise in der Hefe S. cerevisiae
gehen Quantifizierungen der Anzahl an Moleku¨len der jeweiligen Kinasen der Fus3 MAP-
Kinasen-Kaskade und des Geru¨stproteins Ste5 zwar weit auseinander, aber alle Autoren gehen
u¨bereinstimmend davon aus, dass die Anzahl der Fus3-Moleku¨le je Zelle die Anzahl der Ste11-
und Ste7-Moleku¨le bei weitem u¨bertrifft [Ghaemmaghami et al., 2003; Slaughter et al., 2007;
Maeder et al., 2007; Thomson et al., 2011]. Anhand von mathematischen Modellierungen der
Signalweiterleitung wurde vorgeschlagen, dass eine sequentielle Signalamplifizierung durch
MAP-Kinasen-Kaskaden eine besonders schnelle Antwort bei geringer externer Stimulation
ermo¨glicht, in dem eine MAPKKK mehrere nachfolgende Kinasen aktiviert [Nakabayashi and
Sasaki, 2005].
4.1.4. MEK-2 ko¨nnte teilweise unabha¨ngig von HAM-5 an die Plasmamembran
rekrutiert werden
Unabha¨ngig von einer mo¨glichen biologischen Bedeutung des Konzentrationsgefa¨lles der drei
Kinasen des untersuchten MAP-Kinasen-Moduls in N. crassa wurden in dieser Arbeit keine
negativen Effekte durch eine U¨berexpression der Kinasen festgestellt. Es wurde jedoch beob-
achtet, dass die Oszillation der MAPKK MEK-2 in interagierenden Keimlingen im Vergleich zu
der MAPK MAK-2 etwas weniger strikt getrennt verlief. So kam es vor, dass u¨berexprimiertes
MEK-2 stark an der Spitze eines Keimlings akkumulierte, wa¨hrend an der Spitze des Inter-
aktionspartners ebenfalls ein geringes Fluoreszenzsignal zu beobachten war, das erst wenig
spa¨ter verschwand. Daru¨ber hinaus wurden wa¨hrend der Co-Lokalisierungen mit MAK-2, in de-
nen beide Kinasen u¨berexprimiert wurden, mehrfach einzelne Punkte beobachtet, die MEK-2
aber kein MAK-2 enthielten. Obwohl in dieser Arbeit nicht untersucht wurde, ob diese Komple-
xe eine physiologische Rolle spielen ko¨nnten, legen die fluoreszenzmikroskopischen Analysen
die Vermutung nahe, dass es sich bei den MEK-2-Punkten zumindest in dieser Intensita¨t um
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Artefakte durch die U¨berexpression handeln ko¨nnte. Im Einklang mit den hier beschriebenen
Beobachtungen zeigen experimentelle Daten und mathematische Modellierungen aus der Hefe
S. cerevisiae, dass die Menge des Geru¨stprotein Ste5 ein limitierender Faktor ist, der die ma-
ximale Signalweiterleitung bestimmt. Eine U¨berexpression von Ste7 fu¨hrt bei physiologischer
Ste5-Konzentration daher zu keiner schnelleren oder vermehrten Signalweiterleitung [Chap-
man and Asthagiri, 2009; Thomson et al., 2011]. Die Quantifizierung von Protein-Komplexen
in ruhenden und Pheromon-behandelten Zellen fu¨hrte aber zu der Vermutung, dass Ste7 teil-
weise unabha¨ngig von Ste5 an die Plasmamembran rekrutiert werden ko¨nnte. Als mo¨glicher
Interaktionspartner wurde das Geru¨stprotein Spa2 vorgeschlagen [Maeder et al., 2007]. Ana-
log hierzu wa¨re es auch in N. crassa mo¨glich, dass nur ein Teil der MAPKK MEK-2 durch
das Geru¨stprotein HAM-5 an die Plasmamembran interagierender Keimlinge rekrutiert wird.
Ob daru¨ber hinaus zusa¨tzliche Rekrutierungsmechanismen existieren, und ob diese eine Rolle
bei der Zell-Zell-Kommunikation u¨bernehmen, ko¨nnte in der Zukunft Ansatzpunkt fu¨r weitere
Untersuchungen sein (Abschnitt 4.2.8 und Abbildung 4.2).
4.1.5. Mo¨glicherweise erfu¨llen die Kinasen des MAK-2 MAP-Kinasen-Moduls
weitere Aufgaben am zuku¨nftigen Fusionspunkt
Nach einer erfolgreichen Zell-Zell-Kommunikation zeigen die Co-Lokalisierungs-Experimente,
dass NRC-1 und MEK-2 mit der MAP-Kinase MAK-2 am Beru¨hrungspunkt co-lokalisieren.
Neben den Kinasen des MAK-2 MAP-Kinasen-Moduls lokalisieren weitere Faktoren an dem
Beru¨hrungspunkt und teilweise um die sich o¨ffnende Fusionspore. Darunter die MAP Kinase
des Cell Wall Integrity Pathways in N. crassa, MAK-1, sowie die Polarita¨tskomponenten BUD-6,
BNI-1 und SPA-2 [Fleissner et al., 2009; Weichert et al., 2016; Lichius et al., 2012b]. Diese Da-
ten deuten darauf hin, dass die Kinasen der MAK-2 MAP-Kinasen-Kaskade auch nach der
Phase der Zellinteraktion und des gerichteten Wachstums mo¨glicherweise im Zusammenspiel
mit weiteren Faktoren Funktionen bei der eigentlichen Zellfusion und der O¨ffnung der Fusions-
pore haben ko¨nnten. Im Einklang mit dieser Hypothese wurde gezeigt, dass das O¨ffnen der
Fusionspore sich verzo¨gert, wenn die Aktivita¨t der inhibierbaren Kinasevariante MAK-2Q100G in
einer spa¨ten Phase des gerichteten Wachstums durch die Zugabe des Inhibitors blockiert wird
[Fleissner et al., 2009]. Im Gegensatz dazu ist die Aktivita¨t der MAP-Kinase MAK-1 essentiell
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fu¨r eine erfolgreiche Zellfusion und die O¨ffnung der Fusionspore, wie mit Hilfe der inhibierba-
ren Kinasevariante MAK-1E104G gezeigt wurde. Diese Beobachtung ist nicht u¨berraschend, da
nach der Herstellung eines physischen Kontakts zwischen den interagierenden Keimlingen ein
Umbau der Zellwand notwendig ist, um die Zellmembranen in ra¨umliche Na¨he zueinander zu
bringen und eine Fusion zu ermo¨glichen [Lichius, 2010]. Eine funktionelle Verbindung zwischen
den Kinasen des MAK-1 MAP-Kinasen-Moduls und der MAK-2 MAP-Kinasen-Kaskade wurde
in der Literatur bereits mehrfach vorgeschlagen, wobei MAK-2 den Phosphorylierungsgrad von
MAK-1 vermutlich indirekt beeinflusst [Lichius, 2010; Dettmann et al., 2013; Jonkers et al.,
2014; Kamei et al., 2016]. Ob MAK-2 auch wa¨hrend des gerichteten Wachstums, des Zellwan-
dumbaus und der O¨ffnung der Fusionspore zu einer effizienten Aktivierung von MAK-1 beitra¨gt,
und ob weitere MAK-2-abha¨ngige Mechanismen bei der O¨ffnung der Fusionspore beteiligt sind,
ist eine interessante Frage, die zuku¨nftig untersucht werden sollte.
4.1.6. Septen - eine Signalplattform
In reifen Hyphen haben Lokalisierungsexperimente gezeigt, dass alle drei Kinasen der
MAK-2 MAP-Kinasen-Kaskade um die Septenpore herum akkumulieren. Diese Lokalisation
wurde auch fu¨r andere regulatorische Proteine in N. crassa und weiteren filamento¨sen Pil-
zen beobachtet. In den letzten Jahren hat sich daher ein Modell durchgesetzt, das die Sep-
ten als aktive Signalplattformen betrachtet, weshalb sie auch als Signaling Hub bezeichnet
werden [Seiler and Justa-Schuch, 2010; Riquelme et al., 2011; Dettmann et al., 2012]. Unter
einem Hub versteht man in der Netzwerktheorie, die auch fu¨r biologische Netzwerke Anwen-
dung findet, einen hoch vernetzten Knotenpunkt. Beispielsweise in einem biologischen Protein-
Protein-Interaktionsnetzwerk stellt jeder Knoten (Punkt) ein Protein dar und jede Kante (Strich)
zwischen zwei Knoten steht fu¨r eine Interaktion zwischen den entsprechenden Proteinen. Ein
Hub ist also ein Knoten, der u¨ber viele Kanten mit weiteren Knoten verbunden ist [Baraba´si
and Oltvai, 2004; Albert, 2005]. In biologischen (und nicht-biologischen) Netzwerken sorgen
sie einerseits fu¨r Robustheit innerhalb des Netzwerks, indem sie durch ihre starke Vernetzung
oftmals den Ausfall kleinerer Knotenpunkte u¨berbru¨cken ko¨nnen. Andererseits machen sie das
Netzwerk auch anfa¨llig, denn falls ein Hub ausfa¨llt ko¨nnen damit ganze Signalwege ausge-
schaltet werden. Da die Hubs in einem Netzwerk zahlenma¨ßig sehr selten vorkommen, ist der
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Ausfall eines Hubs statistisch gesehen unwahrscheinlicher. Ein Netzwerk, das eine Topologie
mit wenigen stark verzweigten Hubs und vielen wenig vernetzten Knoten aufweist wird ha¨ufig
als skalenfreies Netzwerk bezeichnet (Abbildung 4.1A). Das Vorhandensein von Hubs wird in
biologischen Interaktionsnetzwerken ha¨ufig beobachtet und deswegen als biologisch sinnvoll
erachtet [Jeong et al., 2000; Aldana and Cluzel, 2003; Albert, 2005]. Gleichermaßen ko¨nnte es
auch biologisch sinnvoll sein, stark vernetzte Proteine innerhalb der Zelle (die in entsprechen-
den Interaktionsnetzwerken also die Hubs darstellen) ra¨umlich auf wenige aber hoch speziali-
sierte Sub-Kompartimente zu beschra¨nken - also auch auf ra¨umlicher Ebene Hubs zu schaffen
(Abbildung 4.1B). Diese wu¨rden vermutlich ebenfalls mit den Vor- und Nachteilen der Hubs in
der Netzwerktheorie einhergehen, also einer hohen Robustheit gegen zufa¨llige Ausfa¨lle und
einer großen Fehleranfa¨lligkeit bei der funktionellen Einschra¨nkung weniger hochspezialisier-
ter Kompartimente. Als weiteres Beispiel fu¨r einen ra¨umlichen Hub ko¨nnten die sogenannten
Lipid Rafts dienen. Hierbei handelt es sich um spezielle Bereiche in Zellmembranen, die sich
von der restlichen Membran durch eine vera¨nderte Lipid- und Protein-Zusammensetzung unter-
scheiden und vermutlich eine bedeutende Rolle bei der Signalweiterleitung und regulatorischen
Prozessen einnehmen [Foster et al., 2003].
Obwohl in N. crassa bisher keine Funktion fu¨r die Kinasen der MAK-2 MAP-Kinasen-Kaskade
an den Septen bekannt ist, deutet diese Lokalisation auf spezifische regulatorische Aufgaben
hin. Eine erste Vermutung, dass die Kinasen der MAK-2 MAP-Kinasen-Kaskade bei der Bil-
dung der Septen beteiligt sein ko¨nnten, wurde in Co-Lokalisierungs-Experimenten mit dem
Chitinsynthase Regulator 3 (CSR-3), der bei diesem Prozesse eine Rolle spielen soll, nicht
besta¨tigt. Wa¨hrend CSR-3 nur an den sich bildenden Septen lokalisiert, akkumulieren die Kina-
sen MEK-2 und MAK-2 erst zu einem spa¨teren Zeitpunkt an den Septen, wenn diese sich be-
reits vollsta¨ndig gebildet haben [Herzog, perso¨nliche Mitteilung]. Diese Beobachtungen stehen
im Einklang mit den Pha¨notypen der nrc-1-, mek-2- und mak-2-Deletionsmutanten, die keine
Hinweise auf Defekte bei der Septierung liefern [Lichius et al., 2012a].
Untersuchungen mit der inhibierbaren Kinasevariante MAK-2Q100A-GFP deuten jedoch dar-
auf hin, dass MAK-2 an den Septen eine Funktion bei der Regulation des Porenverschlusses
u¨bernehmen ko¨nnte. Wird die Aktivita¨t der Kinase in reifen Hyphen durch Zugabe eines ATP-
Analogs inhibiert, werden die Poren der Septen geschlossen, so dass kein Cytoplasma und
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Abbildung 4.1.: Netzwerktopologie im ra¨umlichen Kontext
A) Exemplarisches Beispiel eines skalenfreien Netzwerks in Anlehnung an [Baraba´si and Olt-
vai, 2004]. B) Beispielhafte Anordnung des exemplarischen skalenfreien Netzwerks aus (A) im
ra¨umlichen Kontext einer wachsenden Hyphe in N. crassa (nicht maßstabsgetreu). In diesem
Modell bilden die stark vernetzten Hubs (in gru¨n dargestellt) auch ra¨umliche Cluster.
keine Organellen mehr hindurch gelangen. Gleichzeitig vera¨ndert sich die subzellula¨re Loka-
lisation der Kinase. Wa¨hrend sie vorher spezifisch um die Septenpore herum akkumuliert, ist
sie nach der Inhibierung auf beiden Seiten u¨ber das gesamte Septum zu sehen. Diese Ergeb-
nisse deuten darauf hin, dass die Aktivita¨t der Kinase notwendig ist, um die Poren offen zu
halten [Serrano, perso¨nliche Mitteilung]. Unter natu¨rlichen Bedingungen findet ein Porenver-
schluss nach der Verletzung einer Hyphe in angrenzenden Kompartimenten, oder im Inneren
der Kolonie in intakten Hyphen statt. Dabei wurden in filamento¨sen Ascomyceten zwei un-
abha¨ngige Mechanismen zum Verschließen der Poren beschrieben. Der erste Mechanismus
fu¨hrt zu einem Verschluss der Pore durch die Einlagerung von unbekanntem Material. Da die-
ser Porenverschluss in den inneren Bereichen der Kolonie beobachtet wird, in dem sich die
a¨lteren Hyphenkompartimente befinden, wurde dieser Prozess mit dem Altern in Verbindung
gebracht. Der zweite Mechanismus wird sowohl im Inneren der Kolonien als auch nach einer
Verletzung der Hyphen beobachtet. Dabei lagert sich ein spezialisiertes Organell, der Woro-
nin Body, in der Pore an und verschließt die O¨ffnung mechanisch [Markham and Collinge,
1987; Markham, 1994]. In intakten Hyphen von Aspergillus oryzae wurde in Live Cell Imaging-
Experimenten beobachtet, dass der Woronin Body -abha¨ngige Verschluss von Septenporen
reversibel ist. Eine genaue Funktion fu¨r den Verschluss der Poren ist bisher nicht bekannt, es
wird aber vermutet, dass hierdurch heterogene Bereiche innerhalb einer Kolonie geschaffen
werden, die sich unter anderem durch ihre Genexpression unterscheiden. Hierdurch ko¨nnte
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die allgemeine Fitness der Kolonie in der natu¨rlichen Umgebung verbessert werden, indem
einzelne Hyphenbereiche schnell auf verschiedene Stressfaktoren reagieren ko¨nnen [Bleich-
rodt et al., 2012]. In N. crassa ist interessanterweise das Protein SO, der Gegenspieler von
MAK-2 wa¨hrend der Keimlings- und vegetativen Hyphenfusion, beim Porenverschluss nach ei-
ner Verletzung der Hyphe beteiligt und lokalisiert auch im Inneren der Kolonie an Poren, die
unabha¨ngig vom Woronin Body verschlossen wurden. Diese Lokalisation und Funktion wurde
in A. oryzae besta¨tigt und um die Beobachtung erga¨nzt, dass das zu SO homologe Protein
AoSO unter verschiedenen Stressbedingungen teilweise reversibel an den Septenporen loka-
lisiert [Maruyama et al., 2010]. Unabha¨ngig davon wurde in Keimlingen von N. crassa mit Hilfe
des fu¨r eine inhibierbare Kinasevariante kodierenden mak-2Q100A-Allels gezeigt, dass die Un-
terbrechung der MAK-2-Aktivita¨t zu einer Akkumulation von SO an der Plasmamembran beider
Fusionspartnern fu¨hrt [Fleissner and Glass, 2007; Fleissner et al., 2009]. Ein a¨hnlicher Me-
chanismus ko¨nnte auch bei dem Porenverschluss von verletzten oder alternden Hyphen eine
Rolle spielen. Dabei ko¨nnte durch eine Verletzung, wa¨hrend der Alterung von Hyphen, oder
durch unterschiedliche Stressfaktoren die Aktivita¨t von MAK-2 variieren, wodurch die Akkumu-
lation von SO an nahegelegenen Septenporen reguliert und ein Verschluss der Poreno¨ffnung
in Woronin Body-abha¨ngigen oder -unabha¨ngigen Mechanismen gefo¨rdert werden ko¨nnte. Um
diese Hypothese zu testen, wa¨re es daher sehr interessant wa¨hrend der Mikroskopie an den
durch die Inhibition der MAK-2Q100A-GFP-Aktivita¨t geschlossenen Poren SO zu lokalisieren und
darauf zu achten, ob dieses an der geschlossenen Septenpore akkumuliert und ob es zu einer
Anlagerung von Woronin Bodies kommt.
4.2. Misslokalisation von Komponenten der
MAK-2 MAP-Kinasen-Kaskade
Die in interagierenden Keimlingen exakt aufeinander abgestimmte subzellula¨re Lokalisation von
SO und MAK-2 deutet auf einen hochregulierten Prozess hin. Dabei ist die dynamische Oszil-
lation der beiden Proteine sowohl innerhalb einer Zelle, als auch u¨ber eine ra¨umliche Distanz
hinweg mit der Partnerzelle genau koordiniert. Versuche mit einer inhibierbaren MAK-2Q100G-
Kinase zeigen, dass die Aktvivita¨t von MAK-2 die Lokalisation von SO sowohl intra- als auch
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interzellula¨r beeinflusst [Fleissner et al., 2009]. Diese Daten zeigen einen engen Zusammen-
hang zwischen der Aktivita¨t und der Lokalisation der Proteine. Die Aktivita¨t einer Kinase be-
stimmt daru¨ber hinaus maßgeblich auch ihre Funktion, indem nur die aktivierte Form der Kinase
Zielproteine phosphoryliert. Weniger ist im Gegensatz dazu u¨ber einen mo¨glichen Zusammen-
hang zwischen der Lokalisation und der Funktion von Proteinen bekannt. Um diesen Zusam-
menhang genauer zu untersuchen, wurde MAK-2 in N. crassa u¨ber einen GFP-CAAX-Anker
artifiziell und permanent an die Plasmamembran dirigiert. Durch diese Misslokalisierung sollte
die subzellula¨re Dynamik der Kinase komplett unterbrochen und die Funktion anhand der per-
manent membrangebundenen Kinasevariante untersucht werden. Das Plasmid, auf dem die
gfp-caax-Sequenz kodiert ist, wurde dabei bewusst modular aufgebaut, um einen Austausch
einzelner Komponenten zu vereinfachen. Durch mehrere Multiple Cloning Sites in dem Plasmid
ist ein Austausch der Promotorsequenz, des Zielgens und/oder der gfp-caax-Sequenz leicht
mo¨glich [Lemanski, 2010]. In dieser Arbeit wurde dieses Ausgangsplasmid daher verwendet,
um verschiedene Promotoren zu testen, die Genprodukte von mak-2 und mek-2 an die Plas-
mamembran zu dirigieren und eine gfp-saax-Sequenz als Kontrolle einzufu¨hren, deren Gen-
produkt dem CAAX-Anker bis auf eine Aminosa¨ure entspricht, im Gegensatz dazu aber keine
Membranverankerung vermittelt. Die Fusionskonstrukte mak-2-gfp-caax bzw. mek-2-gfp-caax
kodieren dabei fu¨r die membrangebundenen Kinasevarianten MAK-2-GFP-CAAX bzw. MEK-2-
GFP-CAAAX, die im Gegensatz zu den nativen Kinasen keine subzellula¨re Dynamik aufwei-
sen.
4.2.1. Die subzellula¨re Dynamik von MAK-2 ist essentiell fu¨r die Funktionen der
Kinase
Die Expression von mak-2-gfp-caax im ∆mak-2-Hintergrund komplementiert die Defekte
der Deletionsmutante nicht. Die entsprechenden Sta¨mme MT-22-640 (ptef-1-mak-2-gfp-caax,
∆mak-2) und MT-21-643 (pmak-2-mak-2-gfp-caax, ∆mak-2) lassen sich pha¨notypisch nicht
von der ∆mak-2-Mutante unterscheiden. Diese Ergebnisse zeigen, dass eine freie Beweglich-
keit von MAK-2 essentiell fu¨r die Funktion der Kinase ist. In der Hefe S. cerevisiae akkumuliert
die homologe Kinase Fus3 nach einer Behandlung mit Pheromonen des entgegengesetzten
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Pha¨notyps sta¨rker im Zellkern, wo sie den Transkriptionsfaktor Ste12 phosphoryliert [van Dro-
gen et al., 2001; Maeder et al., 2007]. Ste12 reguliert die Expression von Genen, die fu¨r die
Pheromon-Antwort von Bedeutung sind [Roberts et al., 2000; Bardwell, 2005]. In N. crassa lo-
kalisiert MAK-2 in interagierenden und isolierten Keimlingen im Cytoplasma und in den Zellker-
nen. Daru¨ber hinaus wurde gezeigt, dass der zu Ste12 homologe Transkriptionsfaktor PP-1 aus
N. crassa die Expression von Genen reguliert, die fu¨r die Zell-Zell-Kommunikation und -Fusion
eine Rolle spielen [Li et al., 2005; Leeder et al., 2013]. Gemeinsam deuten diese Daten darauf
hin, dass auch in N. crassa aktiviertes MAK-2 in den Zellkern wandern und dort den Transkrip-
tionsfaktor PP-1 phosphorylieren ko¨nnte, und dass dieser Schritt essentiell fu¨r die Funktion der
MAP-Kinase und die vegetative Zell-Zell-Kommunikation ist. Diese Vermutung wird auch durch
Versuche unterstu¨tzt, in denen die Protein-Synthese wa¨hrend der Keimlingsfusion in N. cras-
sa durch die Zugabe von Cycloheximid blockiert wurde. Diese Experimente deuten darauf hin,
dass die Initiierung der Zell-Kommunikation von einer de novo-Proteinsynthese abha¨ngt [Fleiss-
ner et al., 2009]. Daru¨ber hinaus ist es mo¨glich, dass MAK-2 neben PP-1 noch weitere Substra-
te im Zellkern und Cytoplasma phosphoryliert, die fu¨r die Initiierung oder Aufrechterhaltung der
Zell-Zell-Kommunikation von Bedeutung sind. Neue Daten aus der Hefe S. cerevisiae betonen
die Relevanz der Kern-Lokalisation der homologen MAP-Kinase Fus3 fu¨r das Mating. Eine mit
dem Histon H2B fusionierte Kinasevariante Fus3-GFP-Htb2 lokalisiert permanent im Zellkern.
In Abwesenheit der nativen Kinase und der deaktivierenden Phosphatasen Msg5, Ptp2 und
Ptp3 ist die Mating-Effizienz dieser Sta¨mme im Vergleich zum Wildtyp u¨berraschenderweise
um weniger als die Ha¨lfte reduziert. In Zellen mit dem selben Deletionshintergrund, welche die
permanent an die Plasmamembran gebundene Kinasevariante Fus3-GFP-CCaaX enthalten,
ist das Mating im Vergleich zum Wildtyp dagegen um etwa 90 % reduziert. Diese Ergebnisse
zeigen einerseits, dass eine freie Beweglichkeit fu¨r die volle Funktion der Kinase notwendig ist.
Auf der anderen Seite zeigen sie auch, dass die Kinase Fus3 im Zellkern wichtige Aufgaben
u¨bernimmt [Chen et al., 2010].
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4.2.2. Die subzellula¨re Dynamik von MEK-2 ist nicht essentiell fu¨r vegetative
Zellfusionen
Im Gegensatz zu MAK-2 ist die Upstream-Kinase MEK-2 in N. crassa aus dem Zellkern
ausgeschlossen und u¨bernimmt daher vermutlich keine regulatorischen Funktionen im Zell-
kern. Gleichzeitig co-lokalisiert MEK-2 in interagierenden Keimlingen mit der MAP-Kinase
MAK-2. Damit ist MEK-2 ein interessanter Kandidat, um die Funktion der Dynamik des MAP-
Kinasen-Moduls genauer zu untersuchen. Tatsa¨chlich fu¨hrt die Expression von mek-2-gfp-caax
im ∆mek-2-Hintergrund zu einer partiellen Komplementation einiger Defekte der mek-2-
Deletionsmutante. Auf mikroskopischer Ebene weisen die erhaltenen Sta¨mme zwei interessan-
te Pha¨notypen auf. Zum Einen sind die Keimlingsinteraktionen je nach verwendetem Promotor
stark reduziert (nativer Promotor) oder gar nicht vorhanden (tef-1-Promotor), wa¨hrend jeweils
normal aussehende Hyphenfusionen stattfinden. Eine Quantifizierung von Hyphenfusionen ist
in N. crassa auf Grund der Beschra¨nkung der Fusionen auf bestimmte Bereiche innerhalb
des Myzels, der allgemein unregelma¨ßigen Verteilung und dem teilweise dichten Wachstum
der Hyphen schwierig durchzufu¨hren und mo¨glicherweise unzuverla¨ssig. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde daher auf eine Quantifizierung verzichtet, sodass an dieser Stelle keine Aussage
u¨ber die Ha¨ufigkeit des Auftretens von Hyphenfusionen in den mek-2-gfp-caax-exprimierenden
Sta¨mmen im Vergleich zum Wildtyp getroffen werden ko¨nnen. Im allgemeinen war es aber
wa¨hrend der Mikroskopie weder im Wildtyp noch in den untersuchten Mutanten schwierig fu-
sionierte Hyphen zu finden. Der zweite interessante Pha¨notyp ist ein starker Polarita¨tsdefekt in
Keimlingen, die mek-2-gfp-caax u¨berexprimieren. Auch dieser Defekt ist in reifen Hyphen nicht
mehr vorhanden. Die Begrenzung dieser beiden Defekte auf eine fru¨he Entwicklungsphase von
N. crassa ko¨nnte darauf hindeuten, dass es sich bei dem Fusionsdefekt um einen indirekten
Effekt durch den Polarita¨tsdefekt der Keimlinge handelt (Abschnitt 4.2.8 und 4.2.9). Insgesamt
zeigen diese Ergebnisse, dass die subzellula¨re Dynamik von MEK-2 nicht essentiell fu¨r vegeta-
tive Zellfusionen ist. Dennoch scheint die Dynamik von MEK-2 zur Funktion der Kinase beizu-
tragen, da die Defekte der mek-2-Deletionsmutante durch die Expression von mek-2-gfp-caax
nur partiell komplementiert werden (Abschnitt 4.2.4).
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4.2.3. Artifiziell membrangebundenes MAK-2 liegt hyperphosphoryliert vor
In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die membrangebundene Kinasevariante MAK-2-
GFP-CAAX die Funktion der nativen Kinase nicht erfu¨llen kann. Die Funktion von MAP-Kinasen
ist eng mit ihrer Aktivierung verbunden. Damit sie ihre Zielsubstrate phosphorylieren, also ihre
Funktion ausfu¨hren ko¨nnen, mu¨ssen die Kinasen zuerst durch Upstream-Komponenten durch
eine Phosphorylierung aktiviert werden [Garrington and Johnson, 1999]. In dieser Arbeit wur-
de daher untersucht, ob die Misslokalisation von MAK-2-GFP-CAAX eine Aktivierung durch
die Upstream-Kinase MEK-2 verhindert, was den Funktionsverlust der Kinase erkla¨ren wu¨rde.
U¨berraschenderweise wurde dabei herausgefunden, dass die membrangebundene und nicht-
funktionale Kinasevariante MAK-2-GFP-CAAX hyperphosphoryliert vorliegt. Trotz der Aktivie-
rung der Kinase kann sie ihre Funktion nicht ausfu¨hren. Wie zuvor beschrieben ko¨nnte dies an
der eingeschra¨nkten Beweglichkeit der Kinase liegen und an der fehlenden Mo¨glichkeit Sub-
strate in anderen Kompartimenten als der Membran zu phosphorylieren (Abschnitt 4.2.1). Die-
ses Ergebnis hebt den vermuteten engen Zusammenhang zwischen der Lokalisation und der
Funktion der Kinase hervor. In Sta¨mmen, die mak-2-gfp-caax im Deletionshintergrund der Up-
stream-Kinasen exprimieren, werden die Defekte der Ausgangssta¨mme (∆mek-2 und ∆nrc-1)
ebenfalls nicht komplementiert. Wie erwartet wurde die membrangebundene Kinasenvariante
MAK-2-GFP-CAAX in Abwesenheit von MEK-2 oder NRC-1 nicht phosphoryliert. Durch dieses
Ergebnis wird besta¨tigt, dass die Phosphorylierung von MAK-2-GFP-CAAX wie vermutet durch
die MAP-Kinasen-Kaskade u¨bertragen wird und Artefakte wie eine Autophosphorylierung der
membrangebundenen MAK-2 Kinasevariante ausgeschlossen.
Die Hyperphosphorylierung der membrangebundenen MAK-2-GFP-CAAX-Kinasevariante
zeigt, dass die Aktivierung der MAP-Kinasen-Kaskade an der Plasmamembran stattfinden
kann und deutet darauf hin, dass sie sogar hauptsa¨chlich an der Plasmamembran stattfin-
det. Die Proteinextrakte, in denen der Phosphorylierungszustand von MAK-2 und MAK-2-GFP-
CAAX bestimmt wurde, wurden aus Kulturen gewonnen, die in flu¨ssigem Minimalmedium unter
Schu¨tteln angezogen wurden. Durch die sta¨ndige Bewegung werden keine stabilen Zell-Zell-
Interaktionen und somit nur eine basale Aktivierung von MAK-2 erwartet. Die Hyperaktivierung
von MAK-2-GFP-CAAX deutet daher darauf hin, dass die Membranrekrutierung von MAK-2 per
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se, also auch in Abwesenheit oder bei sehr geringen Konzentrationen des unbekannten Che-
moattraktanten, zu einer Phosphorylierung der Kinase fu¨hrt. Es ist allerdings noch ungekla¨rt,
ob die beobachtete Hyperphosphorylierung tatsa¨chlich nur aus einer erho¨hten Phosphorylie-
rung an der Plasmamembran resultiert. Eine weitere Erkla¨rung ko¨nnte auch eine reduzierte
Dephosphorylierung der membrangebundenen Kinasevariante sein, wenn diese Lokalisation
vor dem Zugang von Phosphatasen schu¨tzt. Tatsa¨chlich deuten Daten aus der Hefe darauf hin,
dass eine Dephosphorylierung von aktiviertem Fus3 im Cytoplasma und im Zellkern stattfin-
det [Maeder et al., 2007; Chen et al., 2010]. Die dephosphorylierenden Faktoren in der Hefe
sind die Phosphatasen Msg5, Ptp2 und Ptp3, die im Zellkern und/oder im Cytoplasma lokali-
sieren [Blackwell et al., 2007; Mattison et al., 1999]. Die homologen Phosphatasen in N. crassa
sind MSG-5 und PTP-2/3. Experimente, in denen diese ebenfalls u¨ber einen CAAX-Anker an
die Plasmamembran dirigiert und mit der membrangebundenen MAK-2 Kinasevariante in ei-
nem Keimling exprimiert werden sollten scheiterten daran, dass weder die mit GFP noch mit
GFP-CAAX fusionierten Phosphatasen in Keimlingen oder Hyphen lokalisiert werden konnten
(Ergebnisse nicht gezeigt).
4.2.4. Die ku¨nstliche Membranrekrutierung von MEK-2-GFP-CAAX ko¨nnte eine
zeitliche Regulierung der MAK-2-Aktivita¨t sto¨ren
Die Defekte der ∆mek-2- und ∆nrc-1-Mutante stimmen weitestgehend mit den Defekten der
∆mak-2-Mutante u¨berein, und es wird angenommen, dass diese Defekte auch zu einem er-
heblichen Teil auf die fehlende Aktivita¨t und damit Funktion von MAK-2 zuru¨ckzufu¨hren sind
[Maerz et al., 2008]. In dieser Arbeit war es daher besonders interessant, den Phosphorylie-
rungsstatus von nativem MAK-2 in mek-2-gfp-caax-exprimierenden Sta¨mmen zu untersuchen.
Die Defekte der mek-2-Deletionsmutante werden durch die Expression von mek-2-gfp-caax
teilweise komplementiert. Es wurde daher angenommen, dass MAK-2 in diesen Sta¨mmen teil-
weise funktional ist, was eine Phosphorylierung der Kinase voraussetzt. Die erwartete Phos-
phorylierung von MAK-2 durch die membrangebundene MAPKK MEK-2-GFP-CAAX wurde in
dieser Arbeit (in Abwesenheit von nativem MEK-2) besta¨tigt, was wiederum die Frage aufwirft,
weshalb die Defekte der Deletionsmutante nur partiell komplementiert werden. Trotz der Ak-
tivierung und der freien Beweglichkeit von MAK-2 in den entsprechenden Sta¨mmen scheint
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die Kinase ihre Funktion nur teilweise ausu¨ben zu ko¨nnen. Eine mo¨gliche Erkla¨rung hierfu¨r
ko¨nnte eine zu starke oder zu schwache Aktivierung der Kinase sein. Wa¨hrend der Entste-
hung dieser Arbeit wurde bereits in anderen Arbeiten diskutiert, ob MAK-2 in mek-2-gfp-caax-
exprimierenden Sta¨mmen sta¨rker phosphoryliert wird als im Wildtyp. Durch die starke Varia-
bilita¨t des Phosphorylierungszustandes von MAK-2 sowohl im Wildtyp als auch in den mek-2-
gfp-caax-exprimierenden Sta¨mmen wurde diese Frage aber weder in dieser noch in anderen
Arbeiten zufriedenstellend beantwortet (Abschnitt 4.2.4 und [Letz, 2014; Thieme, 2014]).
Eine erga¨nzende Erkla¨rungsmo¨glichkeit ergibt sich aus der beobachteten Dynamik von MAK-2.
Diese deutet darauf hin, dass nicht nur die ra¨umliche, sondern auch die zeitliche Komponente
wa¨hrend der Keimlingsinteraktion eine bedeutende Rolle spielen ko¨nnte. Die hoch koordinierte
subzellula¨re Dynamik von MAK-2 und dem Gegenspieler SO wa¨hrend der Keimlingsinterakti-
on deuten darauf hin, dass zeitlich stark regulierte Zyklen von Aktivierung und Deaktivierung
von MAK-2 eine Rolle fu¨r die Funktion der Kinase spielen ko¨nnten. Die Hyperphosphorylie-
rung der membrangebundenen Kinasevariante MAK-2-GFP-CAAX deutet darauf hin, dass ei-
ne Aktivierung des MAP-Kinasen-Moduls allein durch eine Rekrutierung der Komponenten an
die Plasmamembran stattfindet. Konsequenterweise ko¨nnte auch durch die permanente Mem-
branlokalisation von MEK-2-GFP-CAAX die MAP-Kinase MAK-2 permanent an der Plasma-
membran aktiviert werden. Hierdurch ko¨nnte der zeitliche Ablauf eines zyklisch oszillierenden
MAK-2-Aktivierungsstatus, der im Wildtyp mit der subzellula¨ren Dynamik der Kinase korrelieren
ko¨nnte, gesto¨rt werden. Im Einklang zu dieser Hypothese wurde auch in der Hefe S. cerevisiae
gezeigt, dass der Aktivierungsstatus der homologen MAP-Kinase Fus3 wa¨hrend einer dauer-
haften Pheromonbehandlung oszilliert. Dabei erreicht der Phosphorylierungsgrad der Kinase
etwa alle 1 bis 2 Stunden ein Maximum. Interessanterweise korrelieren die Phasen, in denen
der Aktivierungsstatus von Fus3 steigt mit der Bildung von Shmoos [Hilioti et al., 2008]. Im Ein-
klang mit den Ergebnissen aus dieser Arbeit ko¨nnte in N. crassa ein oszillierender Aktivierungs-
status von MAK-2 mit der subzellula¨ren Dynamik der Kinase zusammenha¨ngen (Aktivierung
an der Plasmamembran, Deaktivierung im Cytoplasma und Zellern). Eine mo¨gliche Oszillation
des Aktivierungsstatus von MAK-2 wu¨rde dann im Vergleich zur Hefe in wesentlich ku¨rzeren
Zeitabsta¨nden (ca. 6 bis 12 Minuten) stattfinden und ko¨nnte in Verbindung mit dem gerichte-
ten Wachstum der Keimschla¨uche stehen (Abschnitt 4.2.8 und Abbildung 4.2). Daru¨ber hinaus
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wa¨re es aber auch mo¨glich, dass die Expression von mek-2-gfp-caax nur zu einer partiellen
Komplementation der Defekte der Deletionsmutante fu¨hrt, wenn die permanente Membranlo-
kalisation von MEK-2 andere beteiligte Proteine sto¨rt oder Interaktionen mit weiteren Faktoren
zeitlich unkontrolliert stattfinden. Eine weitere Mo¨glichkeit wa¨re, dass die Membranrestriktion
von MEK-2 Funktionen oder Protein-Interaktionen im Cytoplasma verhindert, sodass die mem-
brangebundene Kinasevariante nicht alle Aufgaben ausu¨ben kann.
4.2.5. Destabilisierung von MAK-2 und MEK-2 an der Plasmamembran ko¨nnte
als negativer Regulationsmechanismus wirken
Mikroskopische Untersuchungen der mak-2-gfp(-s/caax) und mek-2-gfp(-s/caax)-exprimie-
renden Sta¨mmen zeigten u¨bereinstimmend, dass die Visualisierbarkeit der GFP(-SAAX)-
Fuionsproteine einfacher war als die der GFP-CAAX-Fusionsproteine. In den CAAX-Sta¨mmen
war das Fluoreszenzsignal ha¨ufig schwach und akkumulierte besonders in Keimlingen stark
in den Vakuolen. Dies fu¨hrte zu der Vermutung, dass die Membranlokalisation in einer De-
stabilisierung und einem schnelleren Abbau der Proteine resultiert. Diese Vermutung wurde
in Western-Blots besta¨tigt, in denen die GFP(-SAAX)-Fusionsproteine u¨bereinstimmend inten-
sivere Banden aufwiesen als die GFP-CAAX-Fusionsproteine. Diese Beobachtung wurde in
sa¨mtlichen in dieser Arbeit verwendeten Sta¨mme u¨bereinstimmend gemacht, unabha¨ngig von
dem verwendeten Promotor (pccg-1, ptef-1, pmak-2), dem Hintergrund des Empfa¨ngerstamms
(Wildtyp, ∆mak-2, ∆mek-2) oder dem entsprechendem Gen (mak-2, mek-2). Vergleichbare
Beobachtungen wurden auch in Experimenten mit der Hefe S. cerevisiae gemacht, in denen
die zu MAK-2 homologe Kinase Fus3 u¨ber einen CAAX-Anker an die Plasmamembran dirigiert
wurde [Chen et al., 2010]. Die Protein- und Spezies-u¨bergreifende Verbreitung dieser Beob-
achtung deutet daher auf einen allgemeinen Mechanismus hin.
Mathematische Modellierungen des ”Zelldialogs“ in N. crassa deuten darauf hin, dass gene-
tisch identische Zellen durch diesen Mechanismus interagieren ko¨nnen, ohne sich selbst zu sti-
mulieren. Voraussetzung hierfu¨r sind positive und negative Ru¨ckkopplungsmechanismen [Go-
ryachev et al., 2012]. Entsprechende Mechanismen wurden auch im Yeast Mating Pheromone
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Pathway der Hefe S. cerevisiae gefunden und sind allgemeiner Bestandteil von Signaltrans-
duktionswegen [Youk and Lim, 2014]. Ein mo¨glicher positiver Ru¨ckkopplungsmechanismus
wa¨hrend der Zell-Zell-Kommunikation in N. crassa ist die Regulation der Expression des
mak-2-Gens durch den Transkriptionsfaktor PP-1, der seinerseits vermutlich durch aktivier-
tes MAK-2 aktiviert wird [Leeder et al., 2013]. Im Einklang mit der beobachteten Destabilisie-
rung der membrangebundenen Kinasevarianten MAK-2-GFP-CAAX und MEK-2-GFP-CAAX
ko¨nnte die Degradation dieser Proteine einen negativen Ru¨ckkopplungsmechanismus darstel-
len. Den Auslo¨ser fu¨r die Degradation und damit verbundene Reduzierung der Signalweiter-
leitung ko¨nnte dabei grundsa¨tzlich entweder die Membranlokalisation oder die Aktivita¨t der
Kinasen darstellen.
Mehrere Beobachtungen in N. crassa deuten darauf hin, dass die Destabilisierung der mem-
brangebundenen Kinasevariante MAK-2-GFP-CAAX mit der Membranrekrutierung und nicht
mit der Hyperphosphorylierung zusammenha¨ngt. Zum Einen sind die MAK-2-GFP-CAAX-
Banden in Western-Blots unabha¨ngig von dem Phosphorylierungsstatus der Kinase sehr
schwach. Die membranlokalisierte Kinasenvariante ist auch in Abwesenheit der aktivierenden
Kinasen MEK-2 oder NRC-1 nur in einer geringen Konzentration vorhanden und liegt unter
diesen Bedingungen nicht phosphoryliert vor (Abschnitt 3.3.5). Zum Anderen zeigen Experi-
mente mit einer nicht aktivierbaren, membrangebundenen MAK-2(T180A)(Y182F)-GFP-CAAX-
Variante ebenfalls die im Vergleich zu den Kontroll-Kinasen typischen schwachen Banden in
einem Western-Blot [Serrano, perso¨nliche Mitteilung]. Insgesamt deuten diese Daten daher
stark darauf hin, dass die Membranlokalisation von MAK-2-GFP-CAAX und vermutlich auch
MEK-2-GFP-CAAX unabha¨ngig von dem jeweiligen Aktivierungsstatus zu einem schnellen Ab-
bau der Kinasen fu¨hrt. Daten aus der Hefe S. cerevisiae zeigen, dass ein durch Pheromone
induzierter Abbau von Ste7 und Ste11 zur Spezifita¨t der Signalkaskade und zur Verringerung
der Aktivita¨t von Fus3 beitra¨gt [Wang and Dohlman, 2002; Esch and Errede, 2002; Hurst and
Dohlman, 2013]. Analog hierzu ko¨nnte in N. crassa die Membranlokalisation die Kinasen des
MAK-2 MAP-Kinasen-Moduls fu¨r eine Degradation markieren und hierdurch einen Mechanis-
mus zur Deaktivierung von MAK-2 und der Reduzierung der Signalweiterleitung darstellen.
Die hier und in anderen Studien vorgeschlagenen positiven und negativen
Ru¨ckkopplungsmechanismen auf Ebene der Genexpression oder Proteindegradation funktio-
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nieren in der Regel zeitversetzt. Es ist daher beispielsweise fu¨r eine erfolgreiche Zellfusion
durchaus sinnvoll, die Expression von Genen, deren Produkte erst zu spa¨teren Zeitpunkten
in der Zellfusion beno¨tigt werden, fru¨hzeitig durch positive Ru¨ckkopplungsmechanismen
anzukurbeln oder die Sensibilisierung der Signaltransduktion gezielt u¨ber Proteindegradati-
onsmechanismen zeitlich zu begrenzen. Auf Grund ihrer relativ langsamen Funktionsweise
wurde aber vorgeschlagen, dass sie keine Rolle bei der oszillatorischen Rekrutierung von
SO und MAK-2 an die Plasmamembran interagierender Keimlinge und Hyphen und, damit
zusammenha¨ngend, dem Wechsel der physiologischen Zusta¨nde vom Senden und Emp-
fangen eines chemotropen Signals spielen [Goryachev et al., 2012]. Im Einklang mit dieser
Vermutung wurde in N. crassa gezeigt, dass eine de-novo-Proteinbiosynthese essentiell fu¨r die
Etablierung, aber nicht fu¨r die Weiterfu¨hrung eines bereits robust stattfindenden ”Zelldialogs“
ist [Fleissner et al., 2009]. Ob ein Abbau von membrangebundenen Komponenten der MAK-2
MAP-Kinasen-Kaskade dennoch zu der Entfernung der Kinasen von der Plasmamembran
wa¨hrend des Switching beitragen ko¨nnte ist eine interessante Frage, die in der Zukunft weiter
untersucht werden ko¨nnte.
4.2.6. Verschiedene Promotoren bieten unterschiedliche Vor- und Nachteile fu¨r
eine Expression in N. crassa
Auf Grund der geringen Fluoreszenzintensita¨ten von MAK-2-GFP-CAAX und MEK-2-
GFP-CAAX-Fusionsproteinen wurden in dieser Arbeit verschiedenen Promotoren ausprobiert,
um die Genexpression der entsprechenden Fusionskonstrukte besonders in Keimlingen zu
verbessern. Neben den jeweiligen nativen Promotoren wurden daher auch die Promotoren
ccg-1, gpd-1 und tef-1 fu¨r die Expression von mak-2-gfp(-c/saax)- und mek-2-gfp(-c/saax)-
Fusionskonstrukten verwendet.
Der ccg-1-Promotor wird in N. crassa ha¨ufig fu¨r Lokalisierungsexperimente benutzt [Freitag
et al., 2004]. Das Gen ccg-1 wurde unabha¨ngig voneinander 1988 als glucose-repressible ge-
ne 1 (grg-1) und clock-controlled gene 1 (ccg-1) entdeckt [McNally and Free, 1988; Loros et al.,
1989]. Die genaue Regulation des Gens ist komplex und nicht ausreichend untersucht. Wie
der Name schon andeutet, wird die Expression durch die Anwesenheit von Glukose reprimiert.
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Daru¨ber hinaus ist bekannt, dass der Promotor in keimenden Sporen reprimiert ist und wa¨hrend
der Sporulation in wachsenden Kolonien aktiviert wird [McNally and Free, 1988; Freitag et al.,
2004]. Dieses Expressionsmuster ist fu¨r die Untersuchung instabiler Proteine wa¨hrend der
Keimlingsfusionen nicht ideal. Zum Einen entha¨lt das verwendete Medium Saccharose (Disac-
charid aus einem Monomer Fruktose und einem Monomer Glukose), die wa¨hrend des Wachs-
tums von N. crassa in seine Bestandteile zerlegt wird [Vogel, 1956; Beadle and Tatum, 1941].
Zum Anderen kann in Keimlingen ein schneller Protein-Abbau bei gleichzeitig geringer Syn-
these zu einer Akkumulation des Fluoreszenzsignals in den Vakuolen fu¨hren. In dieser Ar-
beit wurde beobachtet, dass die Lokalisierung von MAK-2-GFP und MEK-2-GFP in Keimlingen
gut mo¨glich ist, wenn die entsprechenden Fusionsgene mit Hilfe des ccg-1-Promotors expri-
miert wurden. Im Gegensatz dazu ist eine Lokalisierung der instabilen CAAX-Fusionsproteine
in Keimlingen oft schwierig, da das Fluoreszenzsignal stark in den Vakuolen akkumuliert (siehe
Abschnitt 3.3.1).
U¨ber den Promotor des glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1-Gens (gpd-1) wur-
de zuvor berichtet, dass er in N. crassa konstitutiv exprimiert wird und erfolgreich fu¨r
U¨berexpressions-Experimente eingesetzt wurde [Wang and Keasling, 2002]. In der hier vorlie-
genden Arbeit fu¨hrte die Expression von mak-2-gfp-caax mit Hilfe des gpd-1-Promotors jedoch
weder in Hyphen noch in Keimlingen zu zufriedenstellenden Fluoreszenzsignalen, so dass der
Promotor nach den ersten Tests keine weitere Anwendung mehr fand.
Die Expression von mak-2-gfp-caax mit Hilfe des tef-1-Promotors fu¨hrte dagegen zu guten
Fluoreszenzsignalen besonders in Keimlingen. Das tef-1-Gen wurde als translational elongati-
on factor 1 (tef-1) identifiziert und spielt eine Rolle bei der Elongation wa¨hrend der Translation.
Es ist daher zu erwarten, dass der Promotor konstitutiv aktiv ist und lediglich in Sporen, in
denen der Stoffwechsel und somit auch die Translation reduziert ist, zu einem geringeren Fluo-
reszenzergebnis fu¨hrt [Ichi-ishi and Inoue, 1995; Berepiki et al., 2010]. Entsprechend fand die
Selektion von fluoreszierenden Transformanten in dieser Arbeit teilweise in reifen Hyphen und
nicht in Konidien statt, in denen das Signal teilweise nicht gut detektiert werden konnte. In Keim-
lingen und reifen Hyphen fu¨hrt die Expression verschiedener gfp(-c/saax)-Fusionskonstrukte
zu gut detektierbaren Fluoreszenzsignalen. Besonders in Keimlingen ist das Fluoreszenzsi-
gnal der Fusionsproteine die mit Hilfe des tef-1-Promotors exprimiert wurden im Vergleich zum
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ccg-1-Promotor verbessert. In reifen Hyphen ist die Expression mit dem tef-1-Promotor gut, im
Vergleich zum ccg-1-Promotor aber etwas schwa¨cher.
Insgesamt ist die Auswahl an Promotoren, die fu¨r routinema¨ßige (U¨ber)Expressionsexperi-
mente in N. crassa genutzt werden ko¨nnen, trotz vielfa¨ltiger Bemu¨hungen der Neurospora-
Gemeinschaft noch begrenzt. Besonders reprimierbare Promotoren sind ein nu¨tzliches Werk-
zeug fu¨r die Erforschung von Genfunktionen. Erst ku¨rzlich wurde der Kupfer-reprimierbare Pro-
motor ptcu erfolgreich eingesetzt um die Genexpression auf kupferfreiem Medium zu induzieren
und durch die Zugabe von Kupfer zu reprimieren. Western-Blot Analysen haben aber gezeigt,
dass der Promotor pccg-1 in Hyphen zu etwas ho¨heren Protein-Mengen fu¨hrt als der aktivierte
Promotor ptcu [Lamb et al., 2013; Ouyang et al., 2015]. Gemeinsam zeigen diese Ergebnisse,
dass es in N. crassa (noch) keinen idealen Promotor fu¨r alle Anwendungen gibt. Stattdessen
sollte der Promotor fu¨r jedes Experiment sorgfa¨ltig dem jeweiligen Anwendungszweck entspre-
chend ausgesucht werden.
4.2.7. Menge und Aktivierungsstatus von MAK-2 und MEK-2 tragen vermutlich
zur Spezifita¨t der Zellantwort bei
Die Expression von mak-2-gfp-caax mit Hilfe des tef-1-Promotors fu¨hrt im Wildtyp-Hintergrund
zu einem dominant negativen Effekt wa¨hrend der Zell-Zell-Interaktionen. Die Interaktionsrate
ist in den entsprechenden Keimlingen im Vergleich zum Wildtyp reduziert und interagierende
Keimlinge weisen u¨berdurchschnittlich ha¨ufig einen twisted phenotype auf. Dieser Pha¨notyp
ist dadurch gekennzeichnet, dass interagierende Keimlinge ihr Wachstum nach der Herstel-
lung eines physischen Kontakts nicht einstellen, sondern aneinander lang wachsen oder sich
umeinander wickeln. Der twisted phenotype wurde zuvor in einer∆erg-2-Mutante beschrieben,
die einen Defekt in der Biosynthese von Ergosterol aufweist. In Keimlingen dieser Mutante loka-
lisiert MAK-2 weiterhin an der Spitze der Keimschla¨uche, wa¨hrend diese umeinander wachsen.
Interessanterweise wurde auch gezeigt, dass MAK-2 in den Keimlingen des ∆erg-2-Stamms
im Vergleich zu Wildtyp-Keimlingen u¨ber einen la¨ngeren Zeitraum aktiviert ist, was darauf hin-
deutet, dass MAK-2 an der wachsenden Spitze der sich umeinander wickelnden Keimlinge
aktiviert vorliegt [Weichert et al., 2016]. Diese Daten erga¨nzen die Ergebnisse dieser Arbeit, in
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der gezeigt wurde, dass die Membranlokalisierung von MAK-2 in reifen Hyphen zu einer Hy-
perphosphorylierung der Kinase fu¨hrt. Die konsistente Aktivierung der membranlokalisierten
Kinase in vo¨llig verschiedenen genetischen Hintergru¨nden und Entwicklungsstadien deutet da-
her stark darauf hin, dass es sich hierbei um einen allgemeinen Mechanismus handelt. Wenn
die Membranlokalisation von MAK-2 per se zu einer Aktivierung der Kinase fu¨hrt, betont dies
wiederum die zentrale Bedeutung, die einer exakten Regulation der subzellula¨ren Lokalisation
fu¨r die Spezifita¨t der Signalverarbeitung zukommt.
Interessanterweise weisen Keimlinge, die mak-2-gfp-caax mit Hilfe des nativen Promotors ex-
primieren, den twisted phenotype nicht auf und entwickeln sich vergleichbar zu den Keim-
lingen des Wildtyps. In diesen Sta¨mmen lokalisiert MAK-2-GFP-CAAX nur sehr schwach an
der Plasmamembran und ist in Keimlingen fluoreszenzmikroskopisch kaum zu visualisieren,
was vermutlich auch mit einer schnellen Degradation der membrangebundenen Kinase zu-
sammenha¨ngt (siehe Abschnitt 4.2.5). Diese Daten deuten darauf hin, dass die Menge von
membrangebundenem bzw. aktiviertem MAK-2 einen entscheidenden Einfluss auf die Funk-
tion der Kinase und damit auf die intrazellula¨re Signalweiterleitung hat und daher im Wildtyp
genau reguliert werden ko¨nnte um die Spezifita¨t der Zellantwort zu gewa¨hrleisten.
Im Einklang mit dieser Vermutung weisen Sta¨mme, die eine membrangebundene Variante von
MEK-2 enthalten, also der Upstream-Kinase von MAK-2, ein vergleichbares Muster auf. Wird
mek-2-gfp-caax mit Hilfe des nativen Promotors im Wildtyp-Hintergrund exprimiert, zeigen die
entsprechenden Sta¨mme eine vergleichbare vegetative Entwicklung wie der Wildtyp, inklusi-
ve normal stattfindender Keimlingsinteraktionen. Wird mek-2-gfp-caax dagegen mit Hilfe des
starken tef-1-Promotors u¨berexprimiert, weisen die Keimlinge stark reduzierte Keimlingsinter-
aktionen auf und bilden reduzierte Lufthyphen. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Menge der
misslokalisierten Kinasen MAK-2 und MEK-2 in Anwesenheit der jeweiligen nativen Kinase
einen erheblichen Einfluss auf die Wirkung der Misslokalisierung fu¨r die vegetative Entwick-
lung von N. crassa hat.
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4.2.8. Komponenten der MAK-2 MAP-Kinasen-Kaskade ko¨nnten direkt mit
Komponenten des Polarisoms interagieren und das gerichtete Wachstum
interagierender Keimlinge vermitteln
Die U¨berexpression von mek-2-gfp-caax fu¨hrt zu einem starken Polarita¨tsdefekt in Keimlin-
gen. Dieser Defekt fa¨llt in Keimlingen des Stammes MT-35-330 (ptef-1-mek-2-gfp-caax), der
zusa¨tzlich die native Kinase MEK-2 aufweist, wesentlich milder aus als in Keimlingen der
Sta¨mme MT-43-286 und MT-43-287 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2), die mek-2-gfp-caax im
mek-2-Deletionshintergrund exprimieren. Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass die nati-
ve Kinase die Defekte teilweise kompensieren kann. Der leichte Polarita¨tsdefekt des Stammes
MT-35-330 (ptef-1-mek-2-gfp-caax) a¨ußert sich durch rundliche Bereiche in insgesamt polar
wachsenden Keimschla¨uchen. Die Interaktionsrate zwischen den Keimlingen ist im Vergleich
zum Wildtyp oder dem mek-2-gfp-exprimierenden Kontrollstamm stark reduziert. Keimlinge der
Sta¨mme MT-43-286 und MT-43-287 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2) weisen dagegen einen
deutlich sta¨rkeren Polarita¨tsdefekt auf. Nach dem Keimen weisen die Keimschla¨uche abwech-
selnd starkes isotropes und kurzfristig polares Wachstum auf, so dass wa¨hrend des Wachs-
tums ”Perlenkettenschnur“-artige Strukturen entstehen. Interaktionen oder Fusionen wurden
zwischen diesen Strukturen nicht beobachtet. Nach etwa 8 - 10 Stunden stabilisiert sich das
polare Wachstum und es bilden sich reife Hyphen ohne ausgepra¨gte Polarita¨tsdefekte.
In N. crassa und anderen filamento¨sen Pilzen wurde eine Vielzahl von Genen identifiziert, die
eine Rolle bei der Zellpolarita¨t spielen. Die Deletionsmutanten oder temperatursensitiven Mu-
tanten der entsprechenden Gene wurden auf morphologische Besonderheiten untersucht und
die Genprodukte in der lebenden Zelle lokalisiert. Trotz der umfangreichen Daten, die u¨ber ei-
ne Vielzahl von Faktoren verfu¨gbar sind, ist weiterhin wenig u¨ber das Zusammenspiel dieser
Faktoren und die molekularen Mechanismen die bei der Etablierung und Aufrechterhaltung der
Zellpolarita¨t eine Rolle spielen bekannt [Lichius et al., 2012b; Riquelme et al., 2014; Riquelme
and Martı´nez-Nu´n˜ez, 2016]. Die Beschreibung des starken Polarita¨tsdefektes von Keimlingen
der Sta¨mme MT-43-286 und MT-43-287 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2) in dieser Arbeit bie-
tet daher fu¨r die Zukunft eine gute Mo¨glichkeit, um mehr u¨ber die molekularen Mechanismen
der Etablierung und Aufrechterhaltung von Polarita¨t und ihrer Regulation in N. crassa zu lernen.
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Besonders interessant ist die Beobachtung, dass der Polarita¨tsdefekt nur Keimlinge und keine
reifen Hyphen betrifft. Ein offensichtlicher Unterschied zwischen diesen beiden Entwicklungs-
stadien ist das Vorhandensein eines Spitzenko¨rpers in reifen Hyphen. Wa¨hrend in Keimlingen
Komponenten des Polarisoms eine Rolle bei der Aufrechterhaltung von polarem Wachstum
zukommt, wird diese Aufgabe in reifen Hyphen vermutlich durch das Polarisom und den Spit-
zenko¨rper u¨bernommen [Araujo-Palomares et al., 2007; Lichius et al., 2012b; Riquelme and
Martı´nez-Nu´n˜ez, 2016]. Daru¨ber hinaus unterscheiden sich Hyphen und Keimlinge unter an-
derem durch eine unterschiedliche ra¨umliche Anordnung von Zellkernen, Komponenten des
Polarisoms, der Exo- und Endocytose und des Aktincytoskeletts [Araujo-Palomares et al., 2007;
Lichius et al., 2012b; Berepiki et al., 2011].
Die Polymerisierung von Aktin ist fu¨r polares Wachstum essentiell [Riquelme and Martı´nez-
Nu´n˜ez, 2016]. Versuche mit den Aktin-Inhibitoren Latrunculin A oder Cytochalasin A fu¨hrten
beispielsweise in Aspergillus nidulans, Candida albicans, Ashbya gossypii und N. crassa zu
einem Anschwellen der wachsenden Zellspitzen [Torralba et al., 1998; Crampin et al., 2005;
Knechtle et al., 2006; Sa´nchez-Leo´n et al., 2011]. Daru¨ber hinaus wurden Mutationen in den
zu Bni1 aus S. cerevisiae homologen Forminen, die Aktin polymerisieren, in A. nidulans, C. albi-
cans und A. gossypii mit geschwollenen Konidien und Hyphen assoziiert [Berepiki et al., 2011].
Das teilweise isotrope Wachstum von Keimlingen der Sta¨mme MT-43-286 und MT-43-287
(ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2) ko¨nnte daher auf eine vera¨nderte Aktinnukleation in Keim-
lingen hindeuten. Um diese Hypothese zu untersuchen ko¨nnte Aktin mit fluoreszenzmarkierten
Aktin-Markern wie Lifeact in mek-2-gfp-caax-u¨berexprimierenden Keimlingen beobachtet und
mit Keimlingen des Wildtyps verglichen werden. Eine vera¨nderte Lokalisation der Aktinfilamen-
te wa¨hrend der isotropen Wachstumsphasen ko¨nnte diese Vermutung besta¨tigen oder wider-
legen. Es wurde zuvor vorgeschlagen, dass der Spitzenko¨rper in reifen Hyphen ebenfalls eine
zentrale Rolle bei der Organisation von Aktin u¨bernimmt, was gemeinsam mit der steigenden
Bedeutung von Mikrutubuli in reifen Hyphen zur Stabilisierung der Polarita¨t in reifen Hyphen
der Sta¨mmen MT-43-286 und MT-43-287 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2) beitragen ko¨nnte
[Berepiki et al., 2011].
Wenn der Polarita¨tsdefekt der Keimlinge auf eine vera¨nderte Aktinnukleation zuru¨ckgefu¨hrt
werden ko¨nnte, wu¨rde sich weiterhin die Frage stellen, durch welchen Mechanismus die Po-
175
4. Diskussion
lymerisierung von Aktin in den entsprechenden Sta¨mmen vera¨ndert werden ko¨nnte. Die Nu-
kleation von Aktin geschieht in N. crassa mit Hilfe des Formins BNI-1. Im Gegensatz zu der
Hefe S. cerevisiae, dem dimorphen Pilz C. albicans und dem als filamento¨ser Pilz wachsenden
A. gossypii besitzt N. crassa nur ein einziges Formin, dessen Deletion lethal ist [Justa-Schuch
et al., 2010; Berepiki et al., 2011]. Eine mo¨gliche vera¨nderte Aktin-Polymerisation in Keimlingen
der Sta¨mme MT-43-286 und MT-43-287 (ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2) ko¨nnte daher direkt
mit BNI-1 zusammenha¨ngen, oder auf regulatorische Upstream-Komponenten zuru¨ckzufu¨hren
sein. Daru¨ber hinaus ko¨nnten die beobachteten Defekte direkt durch die Misslokalisation von
MEK-2 verursacht werden oder ein indirekter Effekt durch eine zeitliche, ra¨umliche oder von
der Signalsta¨rke vera¨nderte Aktivierung der MAP-Kinase MAK-2 sein (Abschnitt 4.2.4). Zu dem
jetzigen Zeitpunkt bleiben die Vermutungen spekulativ und mu¨ssen durch weitere Experimen-
te untersucht werden. Als zuku¨nftige Ideenquelle fu¨r weiterfu¨hrende Untersuchungen werden
im folgenden zwei spekulative Wirkungsmechanismen auf verschiedenen Hierarchie-Ebenen
aus Daten aus der Hefe S. cerevisiae abgeleitet und durch einfache experimentelle Vorschla¨ge
erga¨nzt.
Der erste vorgeschlagene Wirkungsmechanismus ko¨nnte auf einer direkten Interaktion zwi-
schen MEK-2 und SPA-2, dem Geru¨stprotein des Polarisoms, beruhen (Abbildung 4.2). In der
Hefe S. cerevisiae wurde gezeigt, dass Spa2 in einem Yeast-Two-Hybrid-Experiment mit der
zu MEK-2 homologen MAPKK Ste7 interagiert [Sheu et al., 1998]. Auf Grund der Beobach-
tung, dass Ste7 wa¨hrend des Matings teilweise unabha¨ngig von dem Geru¨stprotein Ste5 an
die Plasmamembran rekrutiert wird, wurde Spa2 als mo¨glicher zusa¨tzlicher Rekrutierungsfak-
tor fu¨r die MAPKK vorgeschlagen [Maeder et al., 2007]. Analog hierzu ko¨nnte in N. crassa eine
Interaktion zwischen MEK-2 und SPA-2 stattfinden, die bei der permanenten Misslokalisation
von MEK-2-GFP-CAAX an der Plasmamembran konsequenterweise auch zu einer Missrekru-
tierung von SPA-2 an die gesamte Plasmamembran fu¨hren ko¨nnte. Da SPA-2 ein Geru¨stprotein
fu¨r die Komponenten des Polarisoms darstellt, ko¨nnte dies die Bildung von Polarita¨tsclustern er-
schweren, die fu¨r polares Wachstum essentiell sind. In Anwesenheit der nativen Kinase ko¨nnte
diese dabei helfen einen frei beweglichen SPA-2-Pool beizubehalten, der an entstehende Po-
larita¨ts-Cluster rekrutiert werden und somit den Polarita¨tsdefekt verringern ko¨nnte. Um die
Hypothese einer Missrekrutierung von SPA-2 durch die membrangebundene Kinasevariante
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MEK-2-GFP-CAAX zu untersuchen, ko¨nnten die Polarisom-Komponenten SPA-2 und das For-
min BNI-1 in Keimlingen der mek-2-gfp-caax-exprimierenden Sta¨mme lokalisiert werden. Eine
Lokalisation dieser beiden Proteine an der gesamten Plasmamembran wu¨rde diese Hypothese
unterstu¨tzen.
Der zweite vorgeschlagene Wirkungsmechanismus ko¨nnte auf einer Regulation der Aktivita¨t
von BNI-1 durch MAK-2 beruhen (Abbildung 4.2). Daten aus der Hefe S. cerevisiae deuten
darauf hin, dass die aktivierte MAP Kinase Fus3 das Formin Bni1 durch eine Phosphorylierung
aktiviert und somit einen von Far1 und Cdc42 unabha¨ngigen Beitrag zu polarem Wachstum
leistet [Matheos et al., 2004]. Es wurde vorgeschlagen, dass Fus3 wa¨hrend der Aktivierung
von Bni1 mit der Gα-Untereinheit des trimeren G-Proteins interagiert und hierdurch dazu bei-
tra¨gt das polare Wachstum der Shmoos in die Richtung des ho¨chsten Pheromongradienten zu
lenken [Matheos et al., 2004]. Im Gegensatz zu der Hefe ist in N. crassa kein zu Far1 homolo-
ges Protein vorhanden [Borkovich et al., 2004]. Ebenso sind die Upstream-Komponenten des
MAP-Kinasen-Moduls unbekannt. Es ist daher in N. crassa vo¨llig offen, wie der Eingang des
putativen chemotropen Signal mit gerichtetem Wachstum verbunden wird. Eine direkte Phos-
phorylierung von BNI-1 durch MAK-2 ist daher eine attraktive Hypothese, die erkla¨ren ko¨nnte,
wie das Erkennen eines chemotropen Signals in N. crassa direkt mit der Zellantwort des ge-
richteten Wachstums verknu¨pft werden ko¨nnte. Wie bereits beschrieben wurde deuten einige
Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass eine Membranrestriktion von MEK-2 unabha¨ngig von
einem eingehenden chemotropen Signal zu einer permanenten Aktivierung von MAK-2 an der
gesamten Plasmamembran fu¨hren ko¨nnte (Abschnitt 4.2.4). Im Einklang hiermit ko¨nnte die per-
manent aktivierte MAP-Kinase MAK-2 das Formin BNI-1 unabha¨ngig von einem chemotropen
Signal permanent an der gesamten Plasmamembran aktivieren, was zu isotropem Wachstum
fu¨hren und den Polarita¨tsdefekt der mek-2-gfp-caax-exprimierenden Sta¨mme erkla¨ren wu¨rde.
Um diese Hypothese zu testen wa¨re es interessant eine nicht-phosphorylierbare Kinasevari-
ante u¨ber einen Farnesylanker permanent an die Plasmamembran zu rekrutieren. Einfacher
aber nicht ganz so direkt wa¨re es mek-2-gfp-caax in einer ∆nrc-1-Mutante zu exprimieren,
in der das fu¨r die Upstream-Kinase kodierende Gen deletiert wurde. Zeigen die entsprechen-
den Mutanten keinen Polarita¨tsdefekt auf, wu¨rde dies zeigen, dass die Aktivita¨t der Kinase den
Polarita¨tsdefekt verursacht, was im Einklang mit der hier vorgeschlagenen Hypothese stehen
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wu¨rde. Zeigen die entsprechenden Mutanten dagegen weiterhin einen Polarita¨tsdefekt, wu¨rde
dies zeigen, dass die Aktivita¨t von MEK-2 hierfu¨r nicht notwendig ist, was eine permanente Akti-
vierung von MAK-2 ausschließen und die hier vorgeschlagene Hypothese widerlegen wu¨rde.
4.2.9. Regulation der vegetativen und sexuellen Zell-Zell-Kommunikation
Trotz der Bedeutung, die Zellfusionen fu¨r eine gesunde Entwicklung und die Entstehung von
Krankheiten haben, bleiben die molekularen Grundlagen und die genetische Regulation der
zugrundeliegenden Prozesse zu einem großen Teil unverstanden [Oren-Suissa and Podbile-
wicz, 2007; Willkomm and Bloch, 2015]. In dem filamento¨sen Pilz N. crassa finden verschiede-
ne Zellfusionen in unterschiedlichen Entwicklungsstadien statt. Keimlingsfusionen sind bei der
fru¨hen Etablierung einer Kolonie beteiligt und vegetative Hyphenfusionen tragen zur vernetzten
Struktur reifer Myzelien bei. Wa¨hrend des sexuellen Lebenszyklus fusioniert die Trichogyne mit
einer Zelle des entgegengesetzten Paarungstyps und nimmt einen Zellkern auf. Im Inneren der
Protoperithezien fusionieren Zellen des Hakens miteinander. Daru¨ber hinaus ist es noch nicht
vollsta¨ndig gekla¨rt, ob vegetative Fusionsereignisse zur Bildung der Protoperithezien beitragen
[Fleissner et al., 2008; Lichius et al., 2012a].
Zellfusionen werden - je nachdem ob die fusionierenden Zellen genetisch identisch sind oder
nicht - als self fusion oder non-self fusion bezeichnet. In den letzten 15 Jahren wurden in
N. crassa zahlreiche Gene identifiziert, die eine Rolle bei der vegetativen self fusion spielen.
Dabei ist auffa¨llig, dass fast alle Mutanten, in denen fu¨r die Keimlingsfusion essentielle Ge-
ne deletiert sind, bestimmte pha¨notypische Merkmale teilen. In den entsprechenden Mutanten
finden keine Hyphenfusionen im Inneren der Kolonie statt, es werden nur kurze Lufthyphen
gebildet und die meisten dieser Mutanten sind weiblich steril, aber ma¨nnlich fertil. Dieser letz-
te Punkt deutet auf der einen Seite an, dass die genetische Regulation von vegetativen und
sexuellen Fusionsereignissen a¨hnlich ist, da Fusionsmutanten meist Defizite in beiden Pro-
zessen aufweisen. Auf der anderen Seite zeigt dieser Punkt aber auch einen grundlegenden
Unterschied zwischen den vegetativen und den sexuellen Fusionsereignissen an: Vor der ve-
getativen Zellfusion findet eine bilaterale Kommunikation zwischen den Fusionspartnern statt,
in denen beide Zellen ein Signal sowohl senden, als auch empfangen [Fleissner et al., 2009;
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Lichius and Lord, 2014]. Im Gegensatz dazu ist die Kommunikation zwischen der weiblichen
Trichogyne und dem ma¨nnlichen Zellkernspender ein unilateraler Prozess. Der ma¨nnliche Zell-
kernspender sekretiert ein Pheromon und die Trichogyne erkennt das Signal und passt ihr
Wachstum entsprechend an. Bei der sexuellen Zellfusion sind sowohl die Pheromone, als auch
die Rezeptoren bekannt. Daru¨ber hinaus werden alle drei in N. crassa vorhandenen MAP-
Kinasen-Module bei der sexuellen Entwicklung beno¨tigt, wa¨hrend bei der vegetativen Zellfusion
nur zwei der drei MAP-Kinasen-Kaskaden essentiell sind [Kim et al., 2012; Lichius and Lord,
2014]. Die Pheromone und Pheromon-Rezeptoren spielen fu¨r die vegetative Zellkommunika-
tion keine Rolle. Andersrum spielt beispielsweise das fu¨r die vegetative Zellfusion essentielle
Gen so keine Rolle fu¨r das chemotrope Wachstum der Trichogyne und der Fusion mit dem
Zellkernspender. Diese Unterschiede spiegeln vermutlich die unilateralen und bilateralen Kom-
munikationsmechanismen der sexuellen und vegetativen Zellfusion wieder [Fleissner et al.,
2005; Lichius and Lord, 2014].
In dieser Arbeit wurde ein Mutante beschrieben, die eine membrangebundene Variante der
MAPKK MEK-2 exprimiert. Keimlinge der Sta¨mme MT-43-286 und MT-43-287 (ptef-1-mek-2-
gfp-caax, ∆mek-2) weisen im Vergleich zum Wildtyp stark vera¨nderte Polarita¨tsmuster auf
und es wurden keine interagierenden Keimlinge beobachtet. Ungewo¨hnlicherweise sind diese
Sta¨mme dennoch weiblich und ma¨nnlich fertil. Im Vergleich zum Wildtyp bilden sie allerdings
deutlich weniger Protoperithezien, diese entwickeln sich langsamer als im Wildtyp zu reifen Pe-
rithezien und zeigen ha¨ufig ungewo¨hnliche Morphologien mit einer reduzierten Melanisierung,
der Bildung mehrerer Perithezien-Ha¨lse und einer ungewo¨hnlichen Ausrichtung der Ha¨lse, die
seltener zum Licht orientiert sind und stattdessen ha¨ufiger seitlich in den Agar wachsen. Im
Einklang mit der reduzierten Bildung von Perithezien und den morphologischen Abweichungen
vom Wildtyp produzieren die Sta¨mme im Vergleich zum Wildtyp auch deutlich weniger As-
kosporen. Diese keimen unter geeigneten Bedingungen aus und treten in den vegetativen Le-
benszyklus ein, womit der sexuelle Lebenszyklus komplett abgeschlossen ist. Es wa¨re mo¨glich,
dass der Kommunikationsdefekt zwischen Keimlingen der Sta¨mme MT-43-286 und MT-43-287
(ptef-1-mek-2-gfp-caax, ∆mek-2) auf dem starken Polarita¨tsdefekt der Keimlinge beruht, der
eine Differenzierung der Keimlinge zu fusionskompetenten Zellen verhindert. Fu¨r diese Hypo-
these spricht auch die Beobachtung, dass Hyphen dieser Sta¨mme keine Polarita¨tsdefekte auf-
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weisen und in der Lage sind miteinander zu kommunizieren und zu fusionieren. Diese Beobach-
tung ko¨nnte auch erkla¨ren, weshalb der sexuelle Zyklus in diesen Sta¨mmen - im Gegensatz zu
fast allen anderen bekannten Fusionsmutanten, in denen die Keimlingsinteraktionen komplett
unterbrochen sind - vollsta¨ndig durchlaufen wird. Die Defekte in der Keimlingsfusion wu¨rden al-
so durch einen toxischen Effekt von zu viel membrangebundener MAPKK MEK-2 und nicht di-
rekt durch einen Funktionsverlust der Kinase entstehen. Im Einklang mit dieser Hypothese steht
auch die Beobachtung, dass die Expression von mek-2-gfp-caax durch den nativen Promo-
tor auch im mek-2-Deletionshintergrund die Keimlingsinteraktionen stark reduziert aber nicht
komplett verhindert. Der entsprechende Stamm MT-42-279 (pmek-2-mek-2-gfp-caax,∆mek-2)
durchla¨uft den sexuellen Zyklus ebenfalls komplett bis zur keimenden Askospore. Die Defekte
wa¨hrend der sexuellen Entwicklung der Sta¨mme MT-43-286 und MT-43-287 (ptef-1-mek-2-
gfp-caax, ∆mek-2) scheinen im Vergleich zu den Defekten des Stammes MT-42-279 (pmek-2-
mek-2-gfp-caax, ∆mek-2) qualitativ a¨hnlich zu sein (Abschnitt 3.3.9 und [Thieme, 2014]). Ge-
meinsam zeigen diese Ergebnisse, dass die subzellula¨re Dynamik der MAPKK MEK-2 sowohl
fu¨r die vegetative als auch fu¨r die sexuelle Entwicklung nicht essentiell ist. Die partielle Kom-
plementation der vegetativen und sexuellen Defekte der mek-2-Deletionsmutante durch die
Expression von mek-2-gfp-caax deutet aber darauf hin, dass die Dynamik zur Funktion von
MEK-2 beitra¨gt oder die Kinase weitere Aufgaben in anderen Kompartimenten als der Plasma-
membran ausu¨bt.
4.3. Der ”Zelldialog“: Spezifita¨t und Robustheit durch
zeitlich-ra¨umliche Koordinations-Mechanismen
Das steigende Bewusstsein fu¨r die Bedeutung von Zellfusionen fu¨r eine gesunde Entwicklung
und die Entstehung von Krankheiten hat in den letzten Jahren zu einem Aufschwung in der
Zellfusionsforschung beigetragen [Oren-Suissa and Podbilewicz, 2010; Herzog et al., 2015]. In
N. crassa wurden in den letzten Jahren zahlreiche Faktoren identifiziert, die fu¨r die Kommuni-
kation zwischen interagierenden Zellen und die Zellfusion selber von Bedeutung sind [Lichius
and Lord, 2014]. Auf der Basis von Lokalisierungsstudien der fu¨r die Zellfusion essentiellen
MAP-Kinase MAK-2 und SO, einem Protein mit noch unbekannten molekularen Funktionen,
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wurde das Modell des ”Zelldialogs“ aufgestellt [Fleissner et al., 2009]. In dieser Arbeit wurde
die subzellula¨re Lokalisation der Upstream-Kinasen MEK-2 und NRC-1 bestimmt und Unter-
suchungen zum Zusammenhang zwischen der Lokalisation, der Aktivita¨t und der Funktion der
Kinasen durchgefu¨hrt. Hierdurch konnten einige Hypothesen des ”Zelldialog“-Modells besta¨tigt
und neue Hypothesen aufgestellt werden. Wa¨hrend der Entstehung dieser Arbeit haben wei-
tere Studien zu unserem Versta¨ndnis der Zell-Zell-Kommunikation in Keimlingen und Hyphen
von N. crassa beigetragen. Gemeinsam fu¨hren diese Daten zu einer Erweiterung des Modells
des ”Zelldialogs“ (Abbildung 4.2).
Keimen zwei oder mehr Sporen von N. crassa in ra¨umlicher Na¨he zueinander aus, wachsen
sie gerichtet aufeinander zu und fusionieren. Fu¨r die Anpassung der Wachstumsrichtung ist ei-
ne Kommunikation zwischen beiden Keimlingen u¨ber eine ra¨umliche Distanz unerla¨sslich. Da
die interagierenden Keimlinge potentiell genetisch identisch sind, sekretieren und empfangen
sie vermutlich den identischen Chemoattraktanten. Das Modell des ”Zelldialogs“ schla¨gt einen
Mechanismus vor, in dem die Zellen abwechselnd ”reden“ (Signal senden) und ”zuho¨ren“ (Si-
gnal empfangen), wodurch eine Selbststimulation durch den sekretierten Chemoattraktanten
erfolgreich vermieden werden kann [Fleissner et al., 2009].
Auf molekularer Ebene beginnt die Initiierung des Zelldialogs vermutlich mit dem Binden eines
vorhergesagten Chemoattraktanten an einen noch unbekannten Rezeptor, der das Signal ins
Zellinnere weiterleitet. Dort findet die intrazellula¨re Signaltransduktion mit Hilfe der in der He-
fe S. cerevisiae und anderen Eukaryoten konservierten MAK-2 MAP-Kinasen-Kaskade statt.
Die Faktoren, die zu einer Aktivierung des MAP-Kinasen-Moduls fu¨hren sind in N. crassa noch
nicht identifiziert [Pandey et al., 2004; Lichius and Lord, 2014]. Die in dieser Arbeit gezeigte Hy-
perphosphorylierung der permanent membrangebundenen Kinasevariante MAK-2-GFP-CAAX
deutet aber stark darauf hin, dass die Aktivierung hauptsa¨chlich an der Plasmamembran statt-
findet, wa¨hrend eine Deaktivierung der Kinase ra¨umlich getrennt im Cytoplasma und Zellkern
stattfinden ko¨nnte (Abschnitt 3.3.5, 4.2.3, 4.2.4 und [Maeder et al., 2007]). Im Einklang mit einer
Aktivierung der MAP-Kinasen-Kaskade an der Plasmamembran haben Lokalisierungsstudien
in dieser und anderen Arbeiten gezeigt, dass MAK-2, MEK-2 und vermutlich NRC-1 wa¨hrend
der Keimlingsinteraktion gleichzeitig mit dem Geru¨stprotein HAM-5 und dem Adapterprotein
STE-50 an die Plasmamembran rekrutiert werden (Abschnitt 4.1.1 und [Fleissner et al., 2009;
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Abbildung 4.2.: Das Modell des ”Zelldialogs“
Aktuelles Modell der intrazellula¨ren Signalweiterleitung wa¨hrend des gerichteten Wachstums
interagierender Keimlinge. Die Interaktionspartner wechseln zwischen zwei physiologischen
Zusta¨nden, die mit dem Senden (rot, rechter Keimling) und Empfangen (gru¨n, linker Keimling)
eines chemotropen Signals in Verbindung gebracht werden. In der Signal-sendenden Zelle wird
ein unbekannter Chemoattraktant pulsartig entlassen, wa¨hrend das Protein SO an der Plasma-
membran lokalisiert. HAM-5, STE-50 und die drei MAP-Kinasen lokalisieren in dieser Zelle cy-
toplasmatisch. Der Chemoattraktant wird von der Signal-empfangenden Partnerzelle wahrge-
nommen. Die Kinasen des MAK-2 MAP-Kinasen-Moduls werden mit dem Geru¨stprotein HAM-5
an die Plasmamembran rekrutiert und leiten das ankommende Signal intrazellula¨r weiter, was
schließlich in der Zellantwort des gerichteten Wachstums zur Partnerzelle resultiert. Die MAP-
Kinase MAK-2 wandert wa¨hrend ihrer Aktivierung und der Phosphorylierung von Ziel-Proteinen
durch verschiedene subzellula¨re Kompartimente, was vermutlich zur Sensitivita¨t und Spezifita¨t
der Zellantwort beitra¨gt. Die Aktivita¨t der Kinase wird durch mehrere gro¨ßtenteils unbekannte
negative und positive Feedback-Mechanismen reguliert und beeinflusst die subzellula¨re Lokali-
sation von Proteinen, darunter SO und mo¨glicherweise BNI-1. Nach wenigen Minuten wechseln
die Partnerzellen ihre physiologischen Modi. Die Zelle, die zuvor ein Signal gesendet hat wird
nun zur Empfa¨ngerzelle und die Zelle, die zuvor das Signal empfangen hat sendet jetzt das
noch unbekannte Signal. Dieser Wechsel vollzieht sich mehrere Male, bis die interagierenden
Keimlinge sich beru¨hren.
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Jonkers et al., 2014; Dettmann et al., 2014]). Nach der Aktivierung der MAPKKK NRC-1 phos-
phoryliert und aktiviert diese die MAPKK MEK-2, die hierdurch aktiviert wird und daraufhin die
MAPK MAK-2 phosphoryliert. Bei der Aktivierung der MAP-Kinase spielen vermutlich ein oder
mehrere positive Feedback-Mechanismen eine Rolle, die auf einer Versta¨rkung der Signal-
transduktion durch aktiviertes MAK-2 oder durch eine ra¨umliche Trennung der aktivierenden
von den deaktivierenden Faktoren beruhen ko¨nnten (Abschnitt 4.2.3). Aktiviertes MAK-2 phos-
phoryliert vermutlich das Geru¨stprotein HAM-5. Obwohl eine genaue Funktion hierfu¨r bisher
nicht bekannt ist, wurde vorgeschlagen, dass dies zu einer Auflo¨sung des HAM-5/Kinasen-
Komplexes fu¨hren ko¨nnte [Jonkers et al., 2014]. Die Auflo¨sung des Komplexes durch die ak-
tivierte Kinase ko¨nnte einen negativen Feedback-Mechanismus darstellen, durch den die Si-
gnalweiterleitung begrenzt wird.
Die aktivierte MAP-Kinase MAK-2 transloziert anschließend vermutlich in den Zellkern, wo
sie durch eine Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors PP-1 die Expression von Zell-Zell-
Kommunikations- und -Fusions-spezifischen Genen regulieren ko¨nnte (Abschnitt 4.2.1 und
[Leeder et al., 2013]). Daten aus dieser Arbeit deuten stark darauf hin, dass dieser Schritt
essentiell fu¨r die Zell-Zell-Kommunikation ist, da die Expression eines fu¨r die permanent mem-
brangebundene Kinasevariante MAK-2-GFP-CAAX kodierenden Fusionsgens die Defekte der
mak-2-Deletionsmutante nicht komplementiert (Abschnitt 3.3.3). Weitere Aufgaben der Kinase
ko¨nnten mit der Regulation des Zellzyklus und polarem Wachstum zusammenha¨ngen (Ab-
schnitt 4.2.8 und [Fleissner and Serrano, 2016]). Wa¨hrend des Matings in der Hefe S. cere-
visiae induziert die zu MAK-2 homologe MAP-Kinase Fus3 im Zellkern durch die Phospho-
rylierung des Geru¨stproteins Far1 den Zellzyklus-Arrest [Bardwell, 2005; Chen et al., 2010].
Dies ist eine no¨tige Voraussetzung fu¨r die Bildung der Shmoos, wobei Far1 eine essentiel-
le Rolle bei der Ausrichtung des polaren Wachstums in Richtung des ho¨chsten Pheromon-
Gradienten u¨bernimmt. Um diese zweite Aufgabe zu erfu¨llen ist es entscheidend, dass Far1
den Zellkern verla¨sst [Valtz et al., 1995; Blondel et al., 1999]. Dieser Vorgang wird durch ak-
tiviertes Fus3 reguliert und muss fu¨r eine Erfassung des Pheromon-Gradienten exakt dosiert
werden. Cytoplasmatisches Far1 interagiert an der Plasmamembran mit Gβγ und rekrutiert
dadurch den gebundenen GEF Cdc24 an die Plasmamembran, wo er die Rho-GTPase Cdc42
aktiviert. Cdc42 ist ein zentraler Zellpolarita¨tsfaktor, der unter anderem durch die Aktivierung
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des Formins Bni1 polares Wachstum koordiniert. Durch die Verbindung zwischen der kleinen
Rho-GTPase Cdc42 und der Gβγ-Untereinheit des trimeren G-Proteins verknu¨pft Far1 also
das einkommende Pheromon-Signal mit gerichtetem Wachstum [Bi and Park, 2012; Hegemann
et al., 2015]. Daru¨ber hinaus reguliert Fus3 die Lokalisation und Aktivita¨t von Bni1 vermutlich
auch durch eine direkte Phosphorylierung des Formins, was zusa¨tzlich zur Ausrichtung des
polaren Wachstums beitra¨gt [Matheos et al., 2004].
Vergleichbare Mechanismen ko¨nnten auch in N. crassa eine Rolle spielen, obwohl in dem Ge-
nom kein homologes Protein zu Far1 identifiziert wurde [Borkovich et al., 2004]. Mikroskopische
Untersuchungen haben aber gezeigt, dass auch in N. crassa wa¨hrend der Keimlingsinteraktio-
nen keine Kernteilung stattfindet, und es wurde vorgeschlagen, dass dieser Arrest durch das
Erkennen des unbekannten Chemoattraktanten ausgelo¨st wird [Roca et al., 2010]. Es wa¨re
daher mo¨glich, dass MAK-2 auch in N. crassa einen Arrest im Zellzyklus u¨ber putative Sub-
strate im Zellkern regulieren ko¨nnte. Ob in N. crassa Substrate mit einer vergleichbaren dualen
Funktion wie Far1 existieren oder diese beiden Aufgaben von unabha¨ngigen Proteinen aus-
gefu¨hrt werden ko¨nnten, ist nicht bekannt. Es ist aber anzunehmen, dass das intrazellula¨re
Signal auch in N. crassa teilweise u¨ber den Zellkern zuru¨ck an die Plasmamembran geleitet
wird, um die Wachstumsrichtung der Keimlinge chemotrop auszurichten. Auf Grund der os-
zillatorischen Dynamik von MAK-2 wandert die Kinase vom Zellkern und Cytoplasma wieder
an die Plasmamembran. Es wa¨re daher in N. crassa vielleicht auch mo¨glich, dass die Kina-
se selber das Signal teilweise zuru¨ck an die Plasmamembran bringt. Die Wanderung eines
Teils der vorhandenen Kinasen-Moleku¨le durch das Cytoplasma und den Zellkern - Komparti-
mente, in denen sich vermutlich die deaktivierenden Phosphatasen befinden - ko¨nnte in die-
sem Modell dabei helfen, ein Gleichgewicht zwischen aktivierter und nicht-aktivierter Kinase
herzustellen, das zur exakten Ausrichtung des polaren Wachstums beitragen ko¨nnte. Im Ein-
klang mit dieser Vermutung wurde in dieser Arbeit eine Verbindung zwischen Komponenten
der MAK-2 MAP-Kinasen-Kaskade und der Zellpolarita¨t gezeigt. Eine permanente Membran-
restriktion der MAPKK MEK-2 fu¨hrt zu einem Polarita¨tsdefekt in Keimlingen (Abschnitt 3.3.6).
Auch wenn die Zusammenha¨nge bisher spekulativ sind, wa¨re eine Erkla¨rungsmo¨glichkeit im
Einklang mit den Ergebnissen dieser Arbeit, dass die Misslokalisation von MEK-2 zu einer
Missaktivierung von MAK-2 fu¨hren und hierdurch den Polarita¨tsdefekt durch eine fehlerhafte
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Regulierung des Formins BNI-1 auslo¨sen ko¨nnte (Abschnitt 4.2.8). Die Identifizierung weiterer
Substrate von MAK-2 im Zellkern und an der Plasmamembran ko¨nnte die Verbindung zwischen
dem Signaleingang und der Umwandlung in chemotropes Wachstum aufdecken und ist daher
ein wichtiger Baustein der zuku¨nftig zum Versta¨ndnis der Zell-Zell-Kommunikation und -Fusion
beitragen ko¨nnte.
Der Wechsel eines Keimlings von einem physiologischen Zustand in den na¨chsten, also vom
Signal-Empfangen in den Modus des Signal-Sendens, ko¨nnte ebenso wie der Wachstumss-
topp nach einer Beru¨hrung der Keimlinge durch die Aktivita¨t der MAP-Kinase MAK-2 reguliert
werden. Das Senden des unbekannten chemotropen Signals wurde in dem ”Zelldialog“-Modell
mit einer Lokalisation des Proteins SO an der Spitze des entsprechenden Keimlings assozi-
iert. Dabei wird vermutet, das das Signal pulsartig ausgeschu¨ttet wird, mo¨glicherweise durch
eine synchrone Entlassung aus Vesikeln die zuvor an die Plasmamembran transportiert wur-
den [Goryachev et al., 2012]. Wa¨hrend des ”Zelldialogs“ deutet die exakt gegenla¨ufige Oszil-
lation von SO und MAK-2 an den Spitzen interagierender Keimlinge darauf hin, dass beide
Proteine nicht zeitgleich an einer Keimlingsspitze vorkommen, und sich also gegenseitig aus-
schließen ko¨nnten [Fleissner et al., 2009; Lemanski, 2010]. Es wurde zuvor bereits gezeigt,
dass die Aktivita¨t von MAK-2 die Lokalisation von SO beeinflusst, wobei eine Inhibierung der
Kinaseaktivita¨t von MAK-2 zu einer Akkumulation von SO an der gesamten Plasmamembran
von Keimlingen fu¨hrt und das Wachstum in den entsprechenden Keimlingen beendet. In die-
ser Arbeit wurde gezeigt, dass eine permanent membrangebundene MAK-2-Kinasevariante in
Hyphen hyperphosphoryliert vorliegt und in Anwesenheit der nativen Kinase in interagierenden
Keimlingen ha¨ufig zu einem twisted phenotype fu¨hrt, der mit einem verla¨ngerten Wachstum
und vermutlich einer Hyperphosphorylierung der membrangebundenen MAK-Kinasevariante
an den Spitzen der Keimschla¨uche einhergeht (Abschnitt 3.3.5 und 3.3.4). Interessanterweise
wurde in interagierenden Keimlingen beobachtet, dass SO nicht effizient an die Plasmamem-
bran interagierender Keimlinge rekrutiert wird, an denen MAK-2-GFP-CAAX lokalisiert [Serra-
no, perso¨nliche Mitteilung]. Im Einklang hierzu wurde auch in der ∆erg-2-Mutante, in der der
twisted phenotype urspru¨nglich beschrieben wurde, gezeigt dass SO in Keimlingen mit einem
twisted phenotype (in denen MAK-2 weiterhin an der wachsenden Keimlingsspitze akkumuliert
und vermutlich ebenfalls phosphoryliert vorliegt) nur schwach in Punkten verteilt u¨ber die Plas-
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mamembran lokalisiert [Weichert et al., 2016]. Insgesamt stehen diese Ergebnisse im Einklang
mit der zuvor gemachten Beobachtung, dass die Aktivita¨t von MAK-2 die Lokalisation von SO
beeinflusst. Wa¨hrend zuvor gezeigt wurde, dass die Deaktivierung der Kinase zu einer Lokali-
sation von SO an der gesamten Plasmamembran von Keimlingen fu¨hrt, deuten andersrum die
hier diskutierten Ergebnisse darauf hin, dass die Aktivierung der Kinase eine effiziente Loka-
lisation von SO verhindert (Abschnitt 3.3.5 und [Fleissner et al., 2009; Weichert et al., 2016]).
U¨bereinstimmend fu¨hrt die zeitlich missregulierte Aktivita¨t der Kinase in zwei vo¨llig verschiede-
nen Ansa¨tzen (einer vera¨nderten Zusammensetzung der Membranlipide in der∆erg-2-Mutante
und einer ku¨nstlichen Membranlokalisierung von MAK-2-GFP--CAAX) zu einer Reduktion der
Keimlingsinteraktion und einem sehr spezifischen twisted phenotype.
Der twisted phenotype in Keimlingen der mak-2-gfp-caax-u¨berexprimierenden Sta¨mme und
der erg-2-Deletionsmutante geht mit einem verla¨ngerten Wachstum der Keimschla¨uche ein-
her. Wa¨hrend Keimlinge des Wildtyps ihr Wachstum einstellen sobald die Interaktionspartner
physischen Kontakt hergestellt haben, setzen Keimlingspaare mit einem twisted phenotype ihr
Wachstum auch nach einer Beru¨hrung der Interaktionspartner fort. Gleichzeitig bleibt MAK-2
in den entsprechenden Keimlingen u¨ber einen la¨ngeren Zeitraum aktiviert. Gemeinsam deu-
ten diese Daten daher darauf hin, dass Keimlinge mit einem twisted phenotype einen Defekt
bei dem U¨bergang vom gerichteten Zellwachstums zum Wachstumsstopp nach einer Erken-
nung des Zell-Zell-Kontakts aufweisen, und dass dieser Defekt mit einer erho¨hten Aktivita¨t von
MAK-2 einhergeht (Abschnitt 3.3.4, 3.3.5 und [Weichert et al., 2016]). In fluoreszenzmikroskopi-
schen Untersuchungen mit der nicht-aktivierbaren Kinasevariante MAK-2(T180A)(Y182F)-GFP,
in der die putativen MEK-2-Phosphorylierungsstellen gegen nicht-phosphorylierbare Ami-
nosa¨uren getauscht wurden [Lunding, 2013], wurde beobachtet, dass diese Kinasevariante
in interagierenden Keimlingen (in denen die native Kinase ebenfalls vorhanden ist) nicht an die
Plasmamembran rekrutiert wird. Nachdem die Interaktionspartner sich beru¨hren akkumuliert
MAK-2(T180A)(Y182F)-GFP am zuku¨nftigen Fusionspunkt [Serrano, perso¨nliche Mitteilung].
Wa¨hrend zuvor gezeigt wurde, dass die Aktivita¨t von MAK-2 die Lokalisation von SO beein-
flusst [Fleissner et al., 2009], deuten diese Beobachtungen darauf hin, dass die Aktivita¨t von
MAK-2 auch fu¨r die eigene subzellula¨re Dynamik wa¨hrend der Keimlingsinteraktion beno¨tigt
wird. Zum anderen deuten die Beobachtungen auch darauf hin, dass die Aktivita¨t von MAK-2
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keine Voraussetzung fu¨r die Lokalisation der MAP-Kinase am Beru¨hrungspunkt der Interakti-
onspartner ist. Gemeinsam ko¨nnten die diskutierten Daten ein Keimlings-Interaktions-Modell
unterstu¨tzen, in dem die Aktivita¨t von MAK-2 mit der subzellula¨ren Lokalisation oszilliert, wobei
die Kinase im Cytoplasma deaktiviert wird. Nach der Beru¨hrung der Interaktionspartner ko¨nnte
MAK-2 in der Phase mit geringerem Aktivierungsstatus besonders zuga¨nglich fu¨r eine schnel-
le Deaktivierung sein. Dies wu¨rde eine besonders schnelle Deaktivierung der MAK-2-Aktivita¨t
ermo¨glichen, was eine Voraussetzung fu¨r den Wachstumsstopp und die Lokalisation von SO
an dem Beru¨hrungspunkt sein ko¨nnte. Gleichzeitig wu¨rde eine Akkumulation von putativ deak-
tiviertem MAK-2 am Beru¨hrungspunkt einen Erkla¨rungsansatz dafu¨r liefern, weshalb SO und
MAK-2 an dieser Stelle co-lokalisieren.
Die Identifizierung von SO, den Komponenten der MAK-2 MAP-Kinasen-Kaskade und zahl-
reichen weiteren Faktoren, die zur Zell-Zell-Kommunikation und -Fusion von N. crassa beitra-
gen, hat in den letzten 15 Jahren unser Versta¨ndnis fu¨r die molekularen Mechanismen dieser
Vorga¨nge erweitert [Lichius and Lord, 2014]. Dennoch stehen wir erst am Anfang, das koor-
dinierte Zusammenspiel dieser Faktoren zu verstehen, das zur Robustheit und Spezifita¨t der
Signaltransduktion und der Zellantwort beitra¨gt. Weitere interessante Fragen, deren Beant-
wortung in der Zukunft das Versta¨ndnis fu¨r die Zell-Zell-Kommunikation und -Fusion erweitern
ko¨nnten, umfassen:
• Welches chemotrope Signal und welche Rezeptoren spielen bei der Ausrichtung des po-
laren Wachstums wa¨hrend der vegetativen Zellfusion in N. crassa eine Rolle?
• Welche Faktoren aktivieren die MAPKKK NRC-1 und lo¨sen damit die Aktivierung des
MAK-2 MAP-Kinasen-Moduls aus?
• Welche molekularen Mechanismen verbinden die Komponenten der MAK-2 MAP-
Kinasen-Kaskade mit den Polarita¨tsfaktoren, die zu gerichtetem Wachstum fu¨hren?




• Welcher funktionelle Zusammenhang besteht zwischen den MAK-1 und MAK-2 MAP-
Kinasen-Kaskaden und dem Protein SO?
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Zellfusionen spielen eine bedeutende Rolle fu¨r die Entwicklung eukaryotischer Lebewesen
[Willkomm and Bloch, 2015]. Der filamento¨se Pilz N. crassa weist in seinem Lebenszyklus
mindestens vier verschiedene Zellfusionsereignisse auf, die bei der Bildung typischer vernetz-
ter Myzelien und wa¨hrend der sexuellen Reproduktion von Bedeutung sind. Auf Grund der
einfachen Zuga¨nglichkeit fu¨r genetische, biochemische, molekularbiologische, zellbiologische
und bioinformatische Experimente hat N. crassa sich als beliebter Modellorganismus fu¨r die
Erforschung von Zellfusionen etabliert. Eine zentrale Bedeutung hat hierbei die Untersuchung
von Keimlingsfusionen eingenommen, in deren Verlauf genetisch potentiell identische Keimlin-
ge u¨ber eine ra¨umliche Distanz miteinander kommunizieren, gerichtet aufeinander zuwachsen
und fusionieren [Fleissner et al., 2009; Herzog et al., 2015]. Fluoreszenzmikroskopische Un-
tersuchungen der MAP-Kinase MAK-2 und SO, ein Protein mit unzureichend verstandenen
molekularen Funktionen, zeigten eine ungewo¨hnliche subzellula¨re Dynamik der beiden Protei-
ne auf. Wa¨hrend des gerichteten Wachstums der Keimlinge lokalisieren SO und MAK-2 exakt
gegenla¨ufig oszillierend an den Spitzen beider Interaktionspartner. Basierend auf dieser Beob-
achtung wurde ein ungewo¨hnlicher Mechanismus der Zell-Zell-Kommunikation vorgeschlagen,
in dem die interagierenden Keimlinge schnell zwischen zwei physiologischen Zusta¨nden wech-
seln. In diesem als ”Zelldialog“ bezeichnetem Modell werden die physiologischen Zusta¨nde
durch die An- oder Abwesenheit von MAK-2 an der Spitze des Keimlings charakterisiert und
mit dem Empfangen oder Senden eines unbekannten chemotropen Signals in Verbindung ge-
bracht.
In dieser Arbeit wurde durch fluoreszenzmikroskopische Live Cell Imaging-Experimente ge-
zeigt, dass MAK-2 gleichzeitig mit der aktivierenden MAPKK MEK-2 an den Spitzen intera-
gierender Keimlinge oszilliert. Nachdem die Keimlinge physischen Kontakt hergestellt haben
co-lokalisieren alle drei Kinasen des MAP-Kinasen-Moduls an dem Beru¨hrungspunkt. Um die
Zusammenha¨nge zwischen der ungewo¨hnlichen subzellula¨ren Lokalisation, der Funktion und
der Aktivita¨t von MAK-2 zu untersuchen, wurde die Kinase u¨ber einen Farnesylanker ku¨nstlich
an die Plasmamembran rekrutiert und die Dynamik der Kinase hierdurch vollsta¨ndig unterbro-
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chen. Obwohl die artifizielle Membranrestriktion zu einer Hypherphosphorylierung der Kina-
se fu¨hrt, die mit dem Aktivierungsstatus korreliert, ist die Dynamik der Kinase essentiell fu¨r
ihre Funktion. Diese Beobachtung fu¨hrte zu der Vermutung, dass die Aktivierung der MAP-
Kinase an der Plasmamembran stattfindet, wa¨hrend die aktivierte Kinase in den Zellkern trans-
loziert, um ihre Aufgaben zu erfu¨llen. Im Gegensatz dazu tra¨gt die subzellula¨re Dynamik der
Upstream-Kinase MEK-2 zur Funktion der Kinase bei, ist aber nicht essentiell fu¨r vegetative
Zellfusionen. U¨berraschenderweise fu¨hrt eine U¨berexpression der membrangebundenen MEK-
2-Kinasevariante zu einem starken Polarita¨tsdefekt in Keimlingen, der in reifen Hyphen nicht
mehr vorhanden ist. Diese Beobachtung zeigt eine direkte Verbindung zwischen dem MAK-2
MAP-Kinasen-Modul und der Polarita¨tsmaschinerie auf, die fu¨r die Zellantwort des gerichteten
Wachstums beno¨tigt wird. Insgesamt hebt diese Arbeit den engen Zusammenhang zwischen
der subzellula¨ren Lokalisation, der Aktivita¨t und der Funktion von Proteinen hervor, der in der
Zukunft zu unserem Versta¨ndnis der intrazellula¨ren Signaltransduktion und ihrer Bedeutung bei
der Regulation von spezifischen Zellantworten beitragen kann.
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T-Test MT-21-643 und MT-22-640 Längenwachstum
> d <- read.table(file="data_MT-21_22_all.txt",sep="\t",dec=".",header=TRUE)
> Messwerte
     N1.01 KO.0142 MT.21.643 MT.38.404 MT.22.640 MT.39.381
1 68.16667    21.6      28.2      68.0      31.0     65.60
2 60.66667    23.2      28.6      71.6      32.0     71.40
3 65.50000    24.0      25.6      70.4      34.8     68.40
4 67.83333    22.0      30.4      67.4      36.6     74.75
5 66.66667    21.6      26.6      69.4      37.0     68.20
6       NA    23.8      29.6        NA      30.2     78.25
> t.test(d["N1.01"],d["KO.0142"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["KO.0142"]
t = 30.093, df = 4.8765, p-value = 9.975e-07               #höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 39.35966 46.77368
sample estimates:
mean of x mean of y 
 65.76667  22.70000 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.21.643"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.21.643"]
t = 24.329, df = 6.2634, p-value = 1.938e-07               #höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 33.85653 41.34347
sample estimates:
mean of x mean of y 
 65.76667  28.16667 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.38.404"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.38.404"]
t = -2.3024, df = 6.3185, p-value = 0.05874
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -7.3659901  0.1793235
sample estimates:
mean of x mean of y 
 65.76667  69.36000 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.22.640"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.22.640"]
t = 17.773, df = 8.5105, p-value = 5.021e-08               #höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 28.03639 36.29694
sample estimates:
mean of x mean of y 
 65.76667  33.60000 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.39.381"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.39.381"]
t = -2.2682, df = 8.5756, p-value = 0.0509
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -10.69290482   0.02623816
sample estimates:
mean of x mean of y 
 65.76667  71.10000 
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> t.test(d["KO.0142"],d["MT.21.643"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["KO.0142"] and d["MT.21.643"]
t = -6.3359, df = 8.2704, p-value = 0.0001945               #höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -7.445049 -3.488284
sample estimates:
mean of x mean of y 
 22.70000  28.16667 
> t.test(d["KO.0142"],d["MT.22.640"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["KO.0142"] and d["MT.22.640"]
t = -8.534, df = 6.3856, p-value = 0.0001011               #höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -13.980106  -7.819894
sample estimates:
mean of x mean of y 
     22.7      33.6
> t.test(d["MT.21.643"],d["MT.22.640"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["MT.21.643"] and d["MT.22.640"]
t = -3.8693, df = 8.3173, p-value = 0.004406               #hoch signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -8.650047 -2.216619
sample estimates:
mean of x mean of y 
 28.16667  33.60000 
Lufthyphenbildung MT-21-643 und MT-22-640
> d <- read.table(file="data_Lufthyphen.txt",sep="\t",dec=".",header=TRUE)
>  Messwerte
     N1.01  KO.0142 MT.21.643 MT.38.404 MT.22.640 MT.39.381
1 17.00000 3.000000  5.666667  18.33333  5.666667  20.00000
2 17.66667 5.000000  5.333333  19.66667  5.666667  19.00000
3 17.00000 3.666667  4.333333  17.33333  4.333333  22.00000
4 16.33333 4.333333  5.333333  17.66667  4.000000  19.33333
5 20.00000 3.000000  3.333333  21.66667  5.000000  22.33333
WT mit Teststämmen vergleichen
> t.test(d["N1.01"],d["KO.0142"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["KO.0142"]
t = 18.515, df = 6.6229, p-value = 5.957e-07        #höchst Signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 12.01696 15.58304
sample estimates:
mean of x mean of y 
     17.6       3.8 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.21.643"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.21.643"]
t = 16.68, df = 7.0202, p-value = 6.611e-07        #höchst Signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 10.98647 14.61353
sample estimates:
mean of x mean of y 




        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.38.404"]
t = -1.3131, df = 7.6449, p-value = 0.2272
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -3.694001  1.027334
sample estimates:
mean of x mean of y 
 17.60000  18.93333 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.22.640"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.22.640"]
t = 17.566, df = 6.1132, p-value = 1.831e-06        #höchst Signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 10.91006 14.42327
sample estimates:
mean of x mean of y 
17.600000  4.933333
> t.test(d["N1.01"],d["MT.39.381"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.39.381"]
t = -1.3262, df = 6.6813, p-value = 0.2283
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -4.480658  1.280658
sample estimates:
mean of x mean of y 
     17.6      19.2
∆mak-2 mit Teststämmen vergleichen
> t.test(d["KO.0142"],d["N1.01"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["KO.0142"] and d["N1.01"]
t = -18.515, df = 6.6229, p-value = 5.957e-07           # höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -15.58304 -12.01696
sample estimates:
mean of x mean of y 
      3.8      17.6 
> t.test(d["KO.0142"],d["MT.21.643"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["KO.0142"] and d["MT.21.643"]
t = -1.7263, df = 7.9218, p-value = 0.1229
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -2.3381006  0.3381006
sample estimates:
mean of x mean of y 
      3.8       4.8 
> t.test(d["KO.0142"],d["MT.38.404"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["KO.0142"] and d["MT.38.404"]
t = -17.16, df = 5.8231, p-value = 3.299e-06           # höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -17.30730 -12.95937
sample estimates:
mean of x mean of y 
  3.80000  18.93333 
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> t.test(d["KO.0142"],d["MT.22.640"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["KO.0142"] and d["MT.22.640"]
t = -2.1947, df = 7.8603, p-value = 0.06007
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -2.3278438  0.0611771
sample estimates:
mean of x mean of y 
 3.800000  4.933333 
> t.test(d["KO.0142"],d["MT.39.381"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["KO.0142"] and d["MT.39.381"]
t = -14.045, df = 5.1268, p-value = 2.741e-05           # höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -18.1977 -12.6023
sample estimates:
mean of x mean of y 
      3.8      19.2 
Sporenbildung MT-21-643 und MT-22-640
[Workspace loaded from G:/NEU_ab2016/JuliaI/R/Sporenbildung_MT-21_22/.RData]
> d <- read.table(file="data_Sporenbildung.txt",sep="\t",dec=".",header=TRUE)
>  Messdaten
     N1.01  KO.0142 MT.21.643 MT.38.404 MT.22.640 MT.39.381
1 30.13950 2.204300  2.255250  21.88150   1.91675  25.92500
2 32.55788 2.846875  2.298900  29.76325   2.38235  26.96100
3 30.80600 2.559050  2.928125  26.67938   2.85175  23.47437
4 21.47250 2.751000  2.464500  26.07812   2.08910  25.15350
5 24.44200 2.525400  2.975062  26.31900   2.06000  25.27625
WT mit Teststämmen vergleichen
> t.test(d["N1.01"],d["KO.0142"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["KO.0142"]
t = 12.019, df = 4.0222, p-value = 0.0002662                  #höchst signifanikt
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 194.7288 311.3962
sample estimates:
mean of x mean of y 
278.83575  25.77325 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.21.643"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.21.643"]
t = 12, df = 4.043, p-value = 0.0002601                  #höchst signifanikt
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 194.7003 311.2838
sample estimates:
mean of x mean of y 
278.83575  25.84368 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.38.404"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.38.404"]
t = 0.71003, df = 6.5345, p-value = 0.5022
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -41.3786  76.1651
sample estimates:
mean of x mean of y 




        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.22.640"]
t = 12.148, df = 4.05, p-value = 0.0002453                  #höchst signifanikt
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 197.9579 314.5138
sample estimates:
mean of x mean of y 
 278.8358   22.5999 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.39.381"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.39.381"]
t = 1.1593, df = 4.5838, p-value = 0.3031
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -32.30773  82.81873
sample estimates:
mean of x mean of y 
 278.8358  253.5803 
∆mak-2 mit Teststämmen vergleichen
> t.test(d["KO.0142"],d["N1.01"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["KO.0142"] and d["N1.01"]
t = -12.019, df = 4.0222, p-value = 0.0002662           # höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -311.3962 -194.7288
sample estimates:
mean of x mean of y 
 25.77325 278.83575 
> t.test(d["KO.0142"],d["MT.21.643"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["KO.0142"] and d["MT.21.643"]
t = -0.037118, df = 7.2593, p-value = 0.9714           
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -4.524668  4.383818
sample estimates:
mean of x mean of y 
 25.77325  25.84368 
> t.test(d["KO.0142"],d["MT.38.404"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["KO.0142"] and d["MT.38.404"]
t = -18.68, df = 4.062, p-value = 4.311e-05           # höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -270.4879 -200.8506
sample estimates:
mean of x mean of y 
 25.77325 261.44250 
> t.test(d["KO.0142"],d["MT.22.640"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["KO.0142"] and d["MT.22.640"]
t = 1.5895, df = 6.9658, p-value = 0.1562
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -1.552214  7.898914
sample estimates:
mean of x mean of y 
 25.77325  22.59990 
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> t.test(d["KO.0142"],d["MT.39.381"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["KO.0142"] and d["MT.39.381"]
t = -39.264, df = 4.3017, p-value = 1.159e-06           # höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -243.480 -212.134
sample estimates:
mean of x mean of y 
 25.77325 253.58025 
T-Test abhängige Stichproben Keimlingsinteraktionen nach 4 und 6h 
MT-21-643 und MT-22-640
Output Keimlingsinteraktionen MT-21 und MT-22 Unterschiede von 4h (.1) zu 6h (.2)
[Workspace loaded from G:/NEU_ab2016/JuliaI/R/Keimlingsinteraktionen_MT-21_22/.RData]
> wt1 = c(96.4, 100, 96.2, 97.1, 90.7)
> wt1
[1]  96.4 100.0  96.2  97.1  90.7
> wt2 = c(94.2, 98.5, 100, 98.2, 100)
> wt2
[1]  94.2  98.5 100.0  98.2 100.0
> Dmak2.1 = c(0,0,0,3.42,5.66)
> Dmak2.1
[1] 0.00 0.00 0.00 3.42 5.66
> Dmak2.2 = c(1.83,0,0,4.75,4.92)
> MT.21.1=c(0,0,0,0,1.83)
> MT.21.1
[1] 0.00 0.00 0.00 0.00 1.83
> MT.21.2=c(0,0,0,1.83,0)
> MT.21.2
[1] 0.00 0.00 0.00 1.83 0.00
> MT.38.1=c(72.5,78.6,79.4,72.5,70.8)
> MT.38.1
[1] 72.5 78.6 79.4 72.5 70.8
> MT.38.2=c(76.1, 85.7,86.9,47.1,61.8)
> MT.38.2
[1] 76.1 85.7 86.9 47.1 61.8
> MT.22.1=c(0,1.89,0,1.82,1.96)
> MT.22.1
[1] 0.00 1.89 0.00 1.82 1.96
> MT.22.2=c(0,1.87,1.98,4.88,0)
> MT.22.2
[1] 0.00 1.87 1.98 4.88 0.00
> MT.39.1=c(85.4,84.8,77.1,85.8,80.9)
> MT.39.1
[1] 85.4 84.8 77.1 85.8 80.9
> MT.39.2=c(87.1,91.8,95.3,98.3,98.2)
> MT.39.2
[1] 87.1 91.8 95.3 98.3 98.2
> t.test(wt1,wt2,paired=TRUE)
        Paired t-test
data:  wt1 and wt2
t = -1.0058, df = 4, p-value = 0.3714
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -7.896723  3.696723
sample estimates:
mean of the differences 
                   -2.1 
> t.test(Dmak2.1,Dmak2.2, paired = TRUE)
        Paired t-test
data:  Dmak2.1 and Dmak2.2
t = -1.021, df = 4, p-value = 0.365
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -1.8001228  0.8321228
sample estimates:
mean of the differences 
                 -0.484 
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> t.test(MT.21.1,MT.21.2, paired = TRUE)
        Paired t-test
data:  MT.21.1 and MT.21.2
t = 0, df = 4, p-value = 1
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -1.60672  1.60672
sample estimates:
mean of the differences 
                      0 
> t.test(MT.38.1,MT.38.2, paired = TRUE)
        Paired t-test
data:  MT.38.1 and MT.38.2
t = 0.51445, df = 4, p-value = 0.6341
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -14.24601  20.72601
sample estimates:
mean of the differences 
                   3.24 
> t.test(MT.22.1,MT.22.2, paired = TRUE)
        Paired t-test
data:  MT.22.1 and MT.22.2
t = -0.70079, df = 4, p-value = 0.5221
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -3.036687  1.812687
sample estimates:
mean of the differences 
                 -0.612 
> t.test(MT.39.1,MT.39.2, paired = TRUE)
        Paired t-test
data:  MT.39.1 and MT.39.2
t = -3.6253, df = 4, p-value = 0.02225                    # signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -20.024816  -2.655184
sample estimates:
mean of the differences 
                 -11.34 
Keimlingsinteraktionen MT-21-643 und MT-22-640 nach 4h
> d <- read.table(file="data_4h.txt",sep="\t",dec=".",header=TRUE)
> Messdaten
      N1.01  KO.0142 MT.21.643 MT.38.404 MT.22.640 MT.39.381
1  96.36364 0.000000  0.000000  72.54902  0.000000  85.36585
2 100.00000 0.000000  0.000000  78.63248  1.886792  84.76190
3  96.15385 0.000000  0.000000  79.41176  0.000000  77.14286
4  97.12230 3.418803  0.000000  72.54902  1.818182  85.84906
5  90.69767 5.660377  1.834862  70.75472  1.960784  80.86957
WT mit Teststämmen vergleichen
> t.test(d["N1.01"],d["KO.0142"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["KO.0142"]
t = 49.419, df = 7.5256, p-value = 9.897e-11        #höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 89.80489 98.69842
sample estimates:
mean of x mean of y 
96.067492  1.815836 
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> t.test(d["N1.01"],d["MT.21.643"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.21.643"]
t = 61.646, df = 4.4718, p-value = 1.004e-07        #höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 91.56385 99.83719
sample estimates:
 mean of x  mean of y 
96.0674918  0.3669725 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.38.404"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.38.404"]
t = 9.1626, df = 7.8077, p-value = 1.903e-05        #höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 15.90736 26.66882
sample estimates:
mean of x mean of y 
 96.06749  74.77940 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.22.640"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.22.640"]
t = 60.164, df = 4.7476, p-value = 4.99e-08        #höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 90.81239 99.05629
sample estimates:
mean of x mean of y 
96.067492  1.133152 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.39.381"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.39.381"]
t = 5.9059, df = 7.923, p-value = 0.0003729        #höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
  8.079627 18.459662
sample estimates:
mean of x mean of y 
 96.06749  82.79785 
∆mak-2 mit Teststämmen vergleichen
> t.test(d["KO.0142"],d["N1.01"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["KO.0142"] and d["N1.01"]              #höchst signifikant
t = -49.419, df = 7.5256, p-value = 9.897e-11
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -98.69842 -89.80489
sample estimates:
mean of x mean of y 
 1.815836 96.067492 
> t.test(d["KO.0142"],d["MT.21.643"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["KO.0142"] and d["MT.21.643"]
t = 1.1843, df = 4.7833, p-value = 0.2918
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -1.739380  4.637107
sample estimates:





        Welch Two Sample t-test
data:  d["KO.0142"] and d["MT.38.404"]
t = -34.454, df = 6.9318, p-value = 5.207e-09              #höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -77.98116 -67.94596
sample estimates:
mean of x mean of y 
 1.815836 74.779400 
> t.test(d["KO.0142"],d["MT.22.640"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["KO.0142"] and d["MT.22.640"]
t = 0.5437, df = 5.2294, p-value = 0.609
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -2.502883  3.868251
sample estimates:
mean of x mean of y 
 1.815836  1.133152 
> t.test(d["KO.0142"],d["MT.39.381"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["KO.0142"] and d["MT.39.381"]
t = -39.824, df = 7.1658, p-value = 1.124e-09              #höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -85.76797 -76.19605
sample estimates:
mean of x mean of y 
 1.815836 82.797847
Keimlingsinteraktionen MT-21-643 und MT-22-640 nach 6h
> d <- read.table(file="data_6h.txt",sep="\t",dec=".",header=TRUE)
>  Messdaten
      N1.01  KO.0142 MT.21.643 MT.38.404 MT.22.640 MT.39.381
1  94.23077 1.834862  0.000000  76.10619  0.000000  87.06897
2  98.47328 0.000000  0.000000  85.71429  1.869159  91.80328
3 100.00000 0.000000  0.000000  86.91589  1.980198  95.27559
4  98.21429 4.761905  1.834862  47.05882  4.878049  98.33333
5 100.00000 4.918033  0.000000  61.76471  0.000000  98.19820
WT mit Teststämmen vergleichen
> t.test(d["N1.01"],d["KO.0142"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["KO.0142"]
t = 63.208, df = 7.9926, p-value = 4.451e-12           #höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 92.38216 99.37925
sample estimates:
mean of x mean of y 
 98.18367   2.30296 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.21.643"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.21.643"]
t = 87.487, df = 4.952, p-value = 4.325e-09           #höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
  94.9342 100.6992
sample estimates:
 mean of x  mean of y 
98.1836675  0.3669725 
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> t.test(d["N1.01"],d["MT.38.404"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.38.404"]
t = 3.4792, df = 4.1547, p-value = 0.02386           #signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
  5.696291 47.647085
sample estimates:
mean of x mean of y 
 98.18367  71.51198 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.22.640"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.22.640"]
t = 69.703, df = 7.787, p-value = 3.606e-12           #höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 93.23242 99.64395
sample estimates:
mean of x mean of y 
98.183667  1.745481 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.39.381"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.39.381"]
t = 1.7021, df = 5.8536, p-value = 0.1409          
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -1.806766  9.902354
sample estimates:
mean of x mean of y 
 98.18367  94.13587 
∆mak-2 mit Teststämmen vergleichen
> t.test(d["KO.0142"],d["N1.01"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["KO.0142"] and d["N1.01"]            #höchst signifikant
t = -63.208, df = 7.9926, p-value = 4.451e-12
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -99.37925 -92.38216
sample estimates:
mean of x mean of y 
  2.30296  98.18367 
> t.test(d["KO.0142"],d["MT.21.643"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["KO.0142"] and d["MT.21.643"]
t = 1.6849, df = 4.8971, p-value = 0.1541
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -1.036409  4.908384
sample estimates:
mean of x mean of y 
2.3029600 0.3669725 
> t.test(d["KO.0142"],d["MT.38.404"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["KO.0142"] and d["MT.38.404"]            #höchst signifikant
t = -9.0226, df = 4.1644, p-value = 0.000692
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -90.17850 -48.23954
sample estimates:
mean of x mean of y 




        Welch Two Sample t-test
data:  d["KO.0142"] and d["MT.22.640"]
t = 0.39574, df = 7.7073, p-value = 0.703
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -2.712567  3.827525
sample estimates:
mean of x mean of y 
 2.302960  1.745481 
> t.test(d["KO.0142"],d["MT.39.381"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["KO.0142"] and d["MT.39.381"]            #höchst signifikant
t = -38.378, df = 5.9557, p-value = 2.318e-08
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -97.69856 -85.96727
sample estimates:
mean of x mean of y 
  2.30296  94.13587 
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T-Test MT-17-353 und MT-19-378 Längenwachstum
> d <- read.table(file="data_MT-17_19_all.txt",sep="\t",dec=".",header=TRUE)
> Messwerte
  N1.01 MT.17.353 MT.27.358 MT.19.378 MT.49.361
1 61.00     46.50     61.75     47.25     61.50
2 67.25     60.25     64.50     46.75     59.50
3 54.25     55.25     59.00     42.00     58.00
4 56.50     53.00     59.00     45.50     60.75
5 60.75     55.50     58.75     45.00     74.00
> t.test(d["N1.01"],d["MT.17.353"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.17.353"]
t = 1.8522, df = 7.9999, p-value = 0.1011
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -1.433118 13.133118
sample estimates:
mean of x mean of y 
    59.95     54.10 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.27.358"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.27.358"]
t = -0.26052, df = 5.8969, p-value = 0.8033
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -6.780988  5.480988
sample estimates:
mean of x mean of y 
    59.95     60.60 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.19.378"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.19.378"]
t = 6.0739, df = 5.3235, p-value = 0.001399               #hoch signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
  8.561508 20.738492
sample estimates:
mean of x mean of y 
    59.95     45.30 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.49.361"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.49.361"]
t = -0.76969, df = 7.534, p-value = 0.4649
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -11.280013   5.680013
sample estimates:
mean of x mean of y 
    59.95     62.75 
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T-Test abhängige Stichproben Keimlingsinteraktionen nach 4 und 6h 
MT-17-353 und MT-19-378 (wt 4 experiments only)
Output Keimlingsinteraktionen MT-17 und MT-19 Unterschiede von 4h (.1) zu 6h (.2)
[Workspace loaded from G:/NEU_ab2016/JuliaI/R/Keimlingsinteraktionen_MT-17_19/.RData]
> wt1 = c(95.7,90.8,91.7,95.5)
> wt1
[1] 95.7 90.8 91.7 95.5
> wt2 = c(90.7,92.4,89.6,88)
> wt2
[1] 90.7 92.4 89.6 88.0
> MT.17.1=c(96.2,89.3,80.5,91.7,88.6)
> MT.17.1
[1] 96.2 89.3 80.5 91.7 88.6
> MT.17.2=c(98.4,98.2,74.4,94.4,98.4)
> MT.17.2
[1] 98.4 98.2 74.4 94.4 98.4
> MT.27.1=c(91.4,89.6,84.4,88.7,53)
> MT.27.1
[1] 91.4 89.6 84.4 88.7 53.0
> MT.27.2=c(90.6,96.4,93.2,92.7,98.3)
> MT.27.2
[1] 90.6 96.4 93.2 92.7 98.3
> MT.19.1=c(62.8,73.2,66.4,84.5,67.3)
> MT.19.1
[1] 62.8 73.2 66.4 84.5 67.3
> MT.19.2=c(82.4,65.5,66.1,71.7,68.8)
> MT.19.2
[1] 82.4 65.5 66.1 71.7 68.8
> MT.49.1=c(89,89.9,87.9,78.4,75.4)
> MT.49.1
[1] 89.0 89.9 87.9 78.4 75.4
> MT.49.2=c(93.4,96.3,86.4,94.4,83.8)
> MT.49.2
[1] 93.4 96.3 86.4 94.4 83.8
> t.test(wt1,wt2,paired=TRUE)
        Paired t-test
data:  wt1 and wt2
t = 1.6605, df = 3, p-value = 0.1954
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -2.978848  9.478848
sample estimates:
mean of the differences 
                   3.25 
> t.test(MT.17.1,MT.17.2, paired = TRUE)
        Paired t-test
data:  MT.17.1 and MT.17.2
t = -1.2247, df = 4, p-value = 0.2879
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -11.434515   4.434515
sample estimates:
mean of the differences 
                   -3.5 
> t.test(MT.27.1,MT.27.2, paired = TRUE)
        Paired t-test
data:  MT.27.1 and MT.27.2
t = -1.5486, df = 4, p-value = 0.1964
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -35.80461  10.16461
sample estimates:
mean of the differences 
                 -12.82 
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> t.test(MT.19.1,MT.19.2, paired = TRUE)
        Paired t-test
data:  MT.19.1 and MT.19.2
t = -0.010868, df = 4, p-value = 0.9918
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -15.38854  15.26854
sample estimates:
mean of the differences 
                  -0.06 
> t.test(MT.49.1,MT.49.2, paired = TRUE)
        Paired t-test
data:  MT.49.1 and MT.49.2
t = -2.3683, df = 4, p-value = 0.07697
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -14.641706   1.161706
sample estimates:
mean of the differences 
                  -6.74 
Keimlingsinteraktionen MT-17-353 und MT-19-378 nach 4h (wt nur 4 
Experimente)
[Workspace loaded from G:/NEU_ab2016/JuliaI/R/Keimlingsinteraktionen_MT-17_19/.RData]
> d <- read.table(file="d_Keimlingsinteraktionen_4h.txt",sep="\t",dec=".",header=TRUE)
> Messdaten
     N1.01    MT.17    MT.27    MT.19    MT.49
1 95.65217 96.15385 91.40625 62.77372 88.98305
2       NA 89.28571 89.56522 73.15436 89.91597
3 90.82569 80.53097 84.37500 66.38655 87.93103
4 91.74312 91.66667 88.67925 84.48276 78.37838
5 95.49550 88.59060 53.04348 67.27273 75.40984
> t.test(d["N1.01"],d["MT.17"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.17"]
t = 1.4729, df = 5.7205, p-value = 0.1936
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -2.849588 11.216704
sample estimates:
mean of x mean of y 
 93.42912  89.24556 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.27"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.27"]
t = 1.6472, df = 4.2416, p-value = 0.1708
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -7.789772 31.820334
sample estimates:
mean of x mean of y 
 93.42912  81.41384 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.19"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.19"]
t = 5.6495, df = 4.8396, p-value = 0.002679              #hoch signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 12.22151 33.00867
sample estimates:
mean of x mean of y 




        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.49"]
t = 2.8582, df = 5.2978, p-value = 0.03321                #signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
  1.076062 17.534870
sample estimates:
mean of x mean of y 
 93.42912  84.12365 
Keimlingsinteraktionen MT-17-353 und MT-19-378 nach 6h (wt nur 4 
Experimente)
[Workspace loaded from G:/NEU_ab2016/JuliaI/R/Keimlingsinteraktionen_MT-17_19/.RData]
> d <- read.table(file="d_Keimlingsinteraktionen_6h.txt",sep="\t",dec=".",header=TRUE)
> Messdaten
     N1.01    MT.17    MT.27    MT.19    MT.49
1 90.74074 98.38710 90.59829 82.44275 93.44262
2 92.42424 98.21429 96.36364 65.45455 96.26168
3 89.56522 74.24242 93.22034 66.12903 86.36364
4 88.03419 94.39252 92.72727 71.72414 94.44444
5       NA 98.41270 98.33333 68.75000 83.84615
> t.test(d["N1.01"],d["MT.17"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.17"]
t = -0.53159, df = 4.3112, p-value = 0.6212
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -15.42915  10.35174
sample estimates:
mean of x mean of y 
 90.19110  92.72981 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.27"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.27"]
t = -2.445, df = 6.6361, p-value = 0.04629              #signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -8.02553972 -0.08941478
sample estimates:
mean of x mean of y 
 90.19110  94.24857 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.19"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.19"]
t = 5.9794, df = 4.703, p-value = 0.00231              #hoch signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 10.83766 27.74435
sample estimates:
mean of x mean of y 
 90.19110  70.90009 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.49"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.49"]
t = -0.26165, df = 5.1068, p-value = 0.8038
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -7.325465  5.964243
sample estimates:
mean of x mean of y 
 90.19110  90.87171 
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Zell-Zell-Kontakte MT-17-353 und MT-19-378 nach 4h
> d <- read.table(file="d_normal245_4h_V2.txt",sep="\t",dec=".",header=TRUE)
> Messdaten
     N1.01     MT.17    MT.27    MT.19    MT.49
1 98.18182 100.00000 98.29060 95.34884 99.04762
2 92.38095  95.00000 99.02913 71.55963 94.39252
3 96.96970  90.10989 94.44444 69.62025 94.11765
4 96.00000  97.27273 95.74468 69.38776 97.70115
5 96.22642  93.93939 81.96721 86.48649 97.82609
> t.test(d["N1.01"],d["MT.17"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.17"]
t = 0.3581, df = 6.4575, p-value = 0.7317
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -3.930038  5.304786
sample estimates:
mean of x mean of y 
 95.95178  95.26440 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.27"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.27"]
t = 0.63389, df = 4.7787, p-value = 0.5552
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -6.40076 10.51389
sample estimates:
mean of x mean of y 
 95.95178  93.89521 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.19"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.19"]
t = 3.254, df = 4.2699, p-value = 0.02842               # signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
  2.928411 32.013956
sample estimates:
mean of x mean of y 
 95.95178  78.48059 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.49"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.49"]
t = -0.47898, df = 7.9956, p-value = 0.6448
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -3.868225  2.537768
sample estimates:
mean of x mean of y 
 95.95178  96.61701
Zell-Zell-Kontakte MT-17-353 und MT-19-378 nach 6h
> d <- read.table(file="d_normal245_6h_V2.txt",sep="\t",dec=".",header=TRUE)
> d <- read.table(file="d_normal245_4h_V2.txt",sep="\t",dec=".",header=TRUE)
> Messdaten
     N1.01    MT.17    MT.27    MT.19    MT.49
1 95.91837 98.36066 98.11321 68.51852 98.24561
2 95.90164 94.54545 96.22642 36.11111 97.08738
3 98.05825 87.75510 96.36364 58.53659 95.61404
4 89.32039 95.04950 93.13725 50.00000 98.03922




        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.17"]
t = -0.1527, df = 7.9962, p-value = 0.8824
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -6.120943  5.360689
sample estimates:
mean of x mean of y 
 93.79427  94.17440 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.27"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.27"]
t = -1.1739, df = 5.5955, p-value = 0.288
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -7.166513  2.574790
sample estimates:
mean of x mean of y 
 93.79427  96.09014 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.19"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.19"]
t = 6.6653, df = 4.8118, p-value = 0.001331            #hoch signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 23.71218 54.06443
sample estimates:
mean of x mean of y 
 93.79427  54.90597 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.49"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.49"]
t = -1.7688, df = 4.6264, p-value = 0.1419
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -8.137545  1.599488
sample estimates:
mean of x mean of y 
 93.79427  97.06330 
A.1. Messwerte und statistische Auswertung
221
T-Test MT-42-279 und MT-43-286/287 Längenwachstum
[Workspace loaded from G:/NEU_ab2016/JuliaI/R/Streckenwachstum_ste-7-caax_Dste-
7_HG/.RData]
> d <- read.table(file="d_Streckenwachstum_MT-42_MT-
43.txt",sep="\t",dec=".",header=TRUE)
> Messwerte
      N1.01    N3.15 MT.42.279 MT.44.420 MT.43.286 MT.43.287 MT.45.423
1  95.33333 32.00000  91.33333  91.00000  76.66667  79.66667  87.66667
2  92.33333 29.66667  85.33333  89.66667  77.00000  73.66667  90.33333
3 102.66667 32.00000  89.33333  91.00000  75.66667  69.66667  86.66667
4  98.33333 34.66667  89.00000  88.33333  70.66667  79.66667  86.66667
5  98.33333 25.00000  91.66667  88.66667  69.33333  77.00000  88.00000
WT mit Teststämmen vergleichen
> t.test(d["N1.01"],d["N3.15"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["N3.15"]
t = 28.189, df = 7.971, p-value = 2.86e-09                # höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 61.27071 72.19595
sample estimates:
mean of x mean of y 
 97.40000  30.66667 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.42.279"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.42.279"]
t = 3.9134, df = 6.9035, p-value = 0.005959                # hoch signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
  3.178662 12.954671
sample estimates:
mean of x mean of y 
 97.40000  89.33333 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.44.420"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.44.420"]
t = 4.2289, df = 4.8402, p-value = 0.008867                # hoch signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
  2.959752 12.373581
sample estimates:
mean of x mean of y 
 97.40000  89.73333 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.43.286"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.43.286"]
t = 9.9843, df = 7.9614, p-value = 8.889e-06               # höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 18.09344 28.97322
sample estimates:
mean of x mean of y 
 97.40000  73.86667 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.43.287"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.43.287"]
t = 8.3293, df = 7.9121, p-value = 3.482e-05               # höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 15.51201 27.42133
sample estimates:
mean of x mean of y 
 97.40000  75.93333 
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> t.test(d["N1.01"],d["MT.45.423"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.45.423"]
t = 5.1534, df = 5.1873, p-value = 0.003241                # hoch signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
  4.829131 14.237536
sample estimates:
mean of x mean of y 
 97.40000  87.86667 
MT-42-279 mit Teststämmen vergleichen
> t.test(d["MT.42.279"],d["N3.15"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["MT.42.279"] and d["N3.15"]
t = 29.665, df = 7.1421, p-value = 9.614e-09               # höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 54.00905 63.32428
sample estimates:
mean of x mean of y 
 89.33333  30.66667 
> t.test(d["MT.42.279"],d["MT.44.420"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["MT.42.279"] and d["MT.44.420"]
t = -0.31689, df = 5.8621, p-value = 0.7623
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -3.506371  2.706371
sample estimates:
mean of x mean of y 
 89.33333  89.73333 
> t.test(d["MT.42.279"],d["MT.43.286"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["MT.42.279"] and d["MT.43.286"]
t = 7.8701, df = 7.1784, p-value = 8.854e-05               # höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 10.84289 20.09045
sample estimates:
mean of x mean of y 
 89.33333  73.86667 
> t.test(d["MT.42.279"],d["MT.43.287"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["MT.42.279"] and d["MT.43.287"]
t = 6.0235, df = 6.4836, p-value = 0.0007084               # höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
  8.0535 18.7465
sample estimates:
mean of x mean of y 
 89.33333  75.93333 
> t.test(d["MT.42.279"],d["MT.45.423"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["MT.42.279"] and d["MT.45.423"]
t = 1.1154, df = 6.5113, p-value = 0.3041
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -1.690445  4.623779
sample estimates:
mean of x mean of y 
 89.33333  87.86667 
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MT-43-286/287 mit N3-15 vergleichen
> t.test(d["MT.43.286"],d["N3.15"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["MT.43.286"] and d["N3.15"]
t = 18.912, df = 7.9993, p-value = 6.326e-08               # höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 37.93244 48.46756
sample estimates:
mean of x mean of y 
 73.86667  30.66667 
> t.test(d["MT.43.287"],d["N3.15"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["MT.43.287"] and d["N3.15"]
t = 18.028, df = 7.7889, p-value = 1.246e-07               # höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 39.44918 51.08416
sample estimates:
mean of x mean of y 
 75.93333  30.66667 
MT-43-286 mit MT-43-287 vergleichen
> t.test(d["MT.43.286"],d["MT.43.287"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["MT.43.286"] and d["MT.43.287"]
t = -0.8263, df = 7.7657, p-value = 0.4333
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -7.864674  3.731341
sample estimates:
mean of x mean of y 
 73.86667  75.93333 
T-Test MT-42-279 und MT-43-286/287 Bildung von Lufthyphen
[Workspace loaded from G:/NEU_ab2016/JuliaI/R/Lufthyphen_ste-7-caax/.RData]
> d <- read.table(file="d_MT-42_MT-43_Lufthyphen.txt",sep="\t",dec=".",header=TRUE)
> Messwerte
     N1.01    N3.15    MT.42    MT.44 MT.43.286 MT.43.287    MT.45
1 13.66667 3.000000 14.00000 16.00000  8.333333  10.33333 14.66667
2 14.33333 3.333333 15.33333 15.00000  9.666667  11.33333 15.00000
3 17.00000 2.666667 18.00000 15.66667 10.000000   9.00000 14.66667
4 11.66667 2.333333 16.00000 15.66667  8.666667  10.66667 18.00000
5 12.66667 2.333333 13.66667 16.66667  8.666667   9.00000 13.66667
WT mit Teststämmen vergleichen
> t.test(d["N1.01"],d["N3.15"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["N3.15"]
t = 12.037, df = 4.3688, p-value = 0.0001628              # höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
  8.648501 13.618165
sample estimates:
mean of x mean of y 




        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.42"]
t = -1.2857, df = 7.824, p-value = 0.2353
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -4.294212  1.227545
sample estimates:
mean of x mean of y 
 13.86667  15.40000 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.44"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.44"]
t = -2.0481, df = 4.7117, p-value = 0.09933
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -4.4052805  0.5386138
sample estimates:
mean of x mean of y 
 13.86667  15.80000 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.43.286"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.43.286"]
t = 4.9983, df = 5.0053, p-value = 0.004099              # hoch signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 2.3322 7.2678
sample estimates:
mean of x mean of y 
13.866667  9.066667 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.43.287"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.43.287"]
t = 3.7382, df = 5.9717, p-value = 0.009727              # hoch signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 1.309781 6.290219
sample estimates:
mean of x mean of y 
 13.86667  10.06667 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.45"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.45"]
t = -1.1443, df = 7.6786, p-value = 0.2869
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -4.040077  1.373411
sample estimates:
mean of x mean of y 
 13.86667  15.20000 
N3-15 mit Teststämmen MT-43 vergleichen
> t.test(d["N3.15"],d["MT.43.286"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N3.15"] and d["MT.43.286"]
t = -16.794, df = 6.5588, p-value = 1.234e-06              # höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -7.237393 -5.429273
sample estimates:
mean of x mean of y 
 2.733333  9.066667 
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> t.test(d["N3.15"],d["MT.43.287"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N3.15"] and d["MT.43.287"]
t = -14.57, df = 5.3603, p-value = 1.622e-05              # höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -8.601441 -6.065226
sample estimates:
mean of x mean of y 
 2.733333 10.066667
MT-43-286 mit MT-43-287 vergleichen
> t.test(d["MT.43.286"],d["MT.43.287"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["MT.43.286"] and d["MT.43.287"]
t = -1.7678, df = 7.1393, p-value = 0.1196
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -2.332362  0.332362
sample estimates:
mean of x mean of y 
 9.066667 10.066667 
T-Test MT-42-279 und MT-43-286/287 Sporenbildung
[Workspace loaded from G:/NEU_ab2016/JuliaI/R/Sporenbildung_ste-7_caax/.RData]
> d <- read.table(file="d_MT-42_MT-43_Sporenbildung.txt",sep="\t",dec=".",header=TRUE)
> Messwerte
     N1.01    N3.15 MT.42.279 MT.44.420 MT.43.286 MT.43.287 MT.45.423
1 13.99733 0.998725  13.81925  19.85633  4.727812  3.726400  23.92000
2 14.21280 0.832650  13.57883  20.76067  6.301800  5.860667  26.84125
3 29.40050 1.100000  12.08347  29.90875  6.181200  7.611750  22.92150
4 34.11100 1.153250  11.87200  23.88150  4.865900  8.406562  30.06938
5 33.59950 1.182187  11.45138  22.73600  4.479250 10.112350  30.52500
WT mit Teststämmen vergleichen
> t.test(d["N1.01"],d["N3.15"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["N3.15"]
t = 5.2787, df = 4.0016, p-value = 0.006169              # hoch signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 11.38366 36.63807
sample estimates:
mean of x mean of y 
25.064227  1.053362 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.42.279"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.42.279"]
t = 2.734, df = 4.088, p-value = 0.051
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -0.08685638 25.09333971
sample estimates:
mean of x mean of y 
 25.06423  12.56099 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.44.420"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.44.420"]
t = 0.33516, df = 5.1826, p-value = 0.7506
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -10.77705  14.04820
sample estimates:
mean of x mean of y 




        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.43.286"]
t = 4.3275, df = 4.0574, p-value = 0.01199              # signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
  7.150298 32.355771
sample estimates:
mean of x mean of y 
25.064227  5.311192 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.43.287"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.43.287"]
t = 3.8308, df = 4.4616, p-value = 0.01517              # signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
  5.445548 30.395813
sample estimates:
mean of x mean of y 
25.064227  7.143546 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.45.423"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.45.423"]
t = -0.37284, df = 4.9137, p-value = 0.7248
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -14.20640  10.62401
sample estimates:
mean of x mean of y 
 25.06423  26.85543 
N3-15 mit MT-42 und MT-43 vergleichen
> t.test(d["N3.15"],d["MT.42.279"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N3.15"] and d["MT.42.279"]
t = -23.908, df = 4.1413, p-value = 1.352e-05              # höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -12.82623 -10.18902
sample estimates:
mean of x mean of y 
 1.053362 12.560985 
> t.test(d["N3.15"],d["MT.43.286"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N3.15"] and d["MT.43.286"]
t = -10.904, df = 4.2166, p-value = 0.0003017              # höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -5.320347 -3.195313
sample estimates:
mean of x mean of y 
 1.053362  5.311192 
> t.test(d["N3.15"],d["MT.43.287"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N3.15"] and d["MT.43.287"]
t = -5.5559, df = 4.0269, p-value = 0.005036              # hoch signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -9.125619 -3.054748
sample estimates:
mean of x mean of y 
 1.053362  7.143546 




        Welch Two Sample t-test
data:  d["MT.43.286"] and d["MT.43.287"]
t = -1.5794, df = 4.9767, p-value = 0.1754
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -4.818872  1.154166
sample estimates:
mean of x mean of y 
 5.311192  7.143546 
T-Test abhängige Stichproben Keimlingsinteraktionen nach 4 und 6h 
MT-42-279
[Workspace loaded from G:/NEU_ab2016/JuliaI/R/Keimlingsinteraktionen_MT-42/.RData]
> wt1 = c(88.1,92.6,96.8)
> wt1
[1] 88.1 92.6 96.8
> wt2 = c(95.4,98.2,100)
> wt2
[1]  95.4  98.2 100.0
> N3.15.1=c(0,3.7,1.7)
> N3.15.1
[1] 0.0 3.7 1.7
> N3.15.2=c(0,0,1.8)
> N3.15.2
[1] 0.0 0.0 1.8
> MT.42.1=c(17.6,1.8,22.9)
> MT.42.1
[1] 17.6  1.8 22.9
> MT.42.2=c(8.5,7.3,8.1)
> MT.42.2
[1] 8.5 7.3 8.1
> MT.44.1=c(38.6,43.8,61.5)
> MT.44.1
[1] 38.6 43.8 61.5
> MT.44.2=c(88,65,77.5)
> MT.44.2
[1] 88.0 65.0 77.5
> MT.45.1=c(48.2,40.7,21.8)
> MT.45.1
[1] 48.2 40.7 21.8
> MT.45.2=c(39.7,43.7,28.3)
> MT.45.2
[1] 39.7 43.7 28.3
> t.test(wt1,wt2,paired=TRUE)
        Paired t-test
data:  wt1 and wt2
t = -4.5124, df = 2, p-value = 0.04577                   # signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -10.4838296  -0.2495038
sample estimates:
mean of the differences 
              -5.366667 
> t.test(N3.15.1,N3.15.2, paired = TRUE)
        Paired t-test
data:  N3.15.1 and N3.15.2
t = 0.95974, df = 2, p-value = 0.4385
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -4.17975  6.57975
sample estimates:
mean of the differences 
                    1.2 
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> t.test(MT.42.1,MT.42.2, paired = TRUE)
        Paired t-test
data:  MT.42.1 and MT.42.2
t = 1.0146, df = 2, p-value = 0.4171
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -19.87588  32.14254
sample estimates:
mean of the differences 
               6.133333 
> t.test(MT.44.1,MT.44.2, paired = TRUE)
        Paired t-test
data:  MT.44.1 and MT.44.2
t = -2.7821, df = 2, p-value = 0.1086
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -73.51025  15.77691
sample estimates:
mean of the differences 
              -28.86667 
> t.test(MT.45.1,MT.45.2, paired = TRUE)
        Paired t-test
data:  MT.45.1 and MT.45.2
t = -0.073571, df = 2, p-value = 0.948
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -19.82762  19.16095
sample estimates:
mean of the differences 
             -0.3333333 
Keimlingsinteraktionen MT-42-279 nach 4h
[Workspace loaded from G:/NEU_ab2016/JuliaI/R/Keimlingsinteraktionen_MT-42/.RData]
> d <- read.table(file="d_MT-42_Interaktionen_4h.txt",sep="\t",dec=".",header=TRUE)
> Messdaten
     N1.01    N3.15 MT.42.279 MT.44.420 MT.45.423
1 88.07339 0.000000 17.857143  38.57143  48.21429
2 92.59259 3.738318  1.834862  43.80952  40.74074
3 96.82540 1.709402 22.935780  61.46789  21.81818
> t.test(d["N1.01"],d["N3.15"])
WT mit Teststämmen vergleichen
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["N3.15"]
t = 32.996, df = 2.7077, p-value = 0.0001316               # höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 81.37582 99.98662
sample estimates:
mean of x mean of y 
92.497128  1.815906 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.42.279"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.42.279"]
t = 11.442, df = 2.6164, p-value = 0.002634               # hoch signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
  54.59021 101.98552
sample estimates:
mean of x mean of y 
 92.49713  14.20926 
A.1. Messwerte und statistische Auswertung
229
> t.test(d["N1.01"],d["MT.44.420"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.44.420"]
t = 6.0422, df = 2.5232, p-value = 0.01467               # signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 18.36462 70.73041
sample estimates:
mean of x mean of y 
 92.49713  47.94961 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.45.423"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.45.423"]
t = 6.7348, df = 2.4096, p-value = 0.01289               # signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 25.26854 85.87691
sample estimates:
mean of x mean of y 
 92.49713  36.92440 
N3-15 mit Teststämmen vergleichen
> t.test(d["N3.15"],d["N1.01"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N3.15"] and d["N1.01"]
t = -32.996, df = 2.7077, p-value = 0.0001316              # höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -99.98662 -81.37582
sample estimates:
mean of x mean of y 
 1.815906 92.497128 
> t.test(d["N3.15"],d["MT.42.279"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N3.15"] and d["MT.42.279"]
t = -1.9215, df = 2.1154, p-value = 0.1876
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -38.74261  13.95590
sample estimates:
mean of x mean of y 
 1.815906 14.209262 
> t.test(d["N3.15"],d["MT.44.420"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N3.15"] and d["MT.44.420"]
t = -6.5811, df = 2.0973, p-value = 0.01976               # signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -74.99340 -17.27401
sample estimates:
mean of x mean of y 
 1.815906 47.949614 
> t.test(d["N3.15"],d["MT.45.423"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N3.15"] and d["MT.45.423"]
t = -4.4278, df = 2.0757, p-value = 0.04428               # signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -68.06055  -2.15644
sample estimates:
mean of x mean of y 
 1.815906 36.924403 
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MT-42-279 mit MT-44-420 und MT-45-423 vergleichen
> t.test(d["MT.42.279"],d["MT.44.420"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["MT.42.279"] and d["MT.44.420"]
t = -3.5885, df = 3.9711, p-value = 0.02328               # signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -59.920417  -7.560288
sample estimates:
mean of x mean of y 
 14.20926  47.94961 
> t.test(d["MT.42.279"],d["MT.45.423"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["MT.42.279"] and d["MT.45.423"]
t = -2.2476, df = 3.8337, p-value = 0.09078
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -51.261038   5.830756
sample estimates:
mean of x mean of y 
 14.20926  36.92440 
Keimlingsinteraktionen MT-42-279 nach 6h
[Workspace loaded from G:/NEU_ab2016/JuliaI/R/Keimlingsinteraktionen_MT-42/.RData]
> d <- read.table(file="d_MT-42_Interaktionen_6h.txt",sep="\t",dec=".",header=TRUE)
> Messdaten
      N1.01    N3.15 MT.42.279 MT.44.420 MT.45.423
1  95.38462 0.000000  8.547009  88.00000  39.66942
2  98.19820 0.000000  7.272727  65.04065  43.26923
3 100.00000 1.785714  8.056872  77.46479  28.30189
WT mit Teststämmen vergleichen
> t.test(d["N1.01"],d["N3.15"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["N3.15"]
t = 66.213, df = 2.7566, p-value = 1.699e-05             # höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
  92.34833 102.18307
sample estimates:
 mean of x  mean of y 
97.8609379  0.5952381 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.42.279"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.42.279"]
t = 64.524, df = 2.3037, p-value = 8.377e-05             # höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 84.60424 95.19990
sample estimates:
mean of x mean of y 
97.860938  7.958869 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.44.420"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.44.420"]
t = 3.1058, df = 2.1636, p-value = 0.08139
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -6.090376 48.141959
sample estimates:
mean of x mean of y 
 97.86094  76.83515 
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> t.test(d["N1.01"],d["MT.45.423"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.45.423"]
t = 12.915, df = 2.3518, p-value = 0.003086             # hoch signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 43.17481 78.38671
sample estimates:
mean of x mean of y 
 97.86094  37.08018 
N3-15 mit Teststämmen vergleichen
> t.test(d["N3.15"],d["N1.01"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N3.15"] and d["N1.01"]
t = -66.213, df = 2.7566, p-value = 1.699e-05             # höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -102.18307  -92.34833
sample estimates:
 mean of x  mean of y 
 0.5952381 97.8609379 
> t.test(d["N3.15"],d["MT.42.279"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N3.15"] and d["MT.42.279"]
t = -10.498, df = 3.3507, p-value = 0.001117             # hoch signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -9.469413 -5.257850
sample estimates:
mean of x mean of y 
0.5952381 7.9588693 
> t.test(d["N3.15"],d["MT.44.420"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N3.15"] and d["MT.44.420"]
t = -11.444, df = 2.0322, p-value = 0.007126             # hoch signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -104.47309  -48.00673
sample estimates:
 mean of x  mean of y 
 0.5952381 76.8351464 
> t.test(d["N3.15"],d["MT.45.423"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N3.15"] and d["MT.45.423"]
t = -8.0194, df = 2.0696, p-value = 0.01374             # signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -55.44240 -17.52748
sample estimates:
 mean of x  mean of y 
 0.5952381 37.0801797 
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MT-42-279 mit MT-44-420 und MT-45-423 vergleichen
> t.test(d["MT.42.279"],d["MT.44.420"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["MT.42.279"] and d["MT.44.420"]
t = -10.364, df = 2.0125, p-value = 0.008989             # hoch signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -97.30046 -40.45210
sample estimates:
mean of x mean of y 
 7.958869 76.835146 
> t.test(d["MT.42.279"],d["MT.45.423"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["MT.42.279"] and d["MT.45.423"]
t = -6.4346, df = 2.0271, p-value = 0.02254             # signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -48.346806  -9.895814
sample estimates:
mean of x mean of y 
 7.958869 37.080180 
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T-Test MT-29-249 und MT-35-330 Längenwachstum
[Workspace loaded from G:/NEU_ab2016/JuliaI/R/Streckenwachstum_ste-7-caax_wt_HG/.RData]
> d <- read.table(file="Daten_ste-7-caax_wt_HG.txt",sep="\t",dec=".",header=TRUE)
> Messwerte
      N1.01     MT.29     MT.36     MT.68    MT.35     MT.37     MT.67
1  95.33333  97.33333 101.33333  96.33333 88.33333  94.33333  93.00000
2  92.33333  97.00000  98.00000  93.33333 90.33333  95.66667  94.66667
3 102.66667  98.33333 103.00000  92.66667 86.33333  94.33333  96.00000
4  98.33333  97.33333  93.33333  92.00000 88.33333  97.66667  95.00000
5  98.33333 106.00000 107.66667 104.00000 97.00000 108.00000 105.00000
> t.test(d["N1.01"],d["MT.29"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.29"]
t = -0.74035, df = 7.9998, p-value = 0.4802
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -7.406563  3.806563
sample estimates:
mean of x mean of y 
     97.4      99.2 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.36"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.36"]
t = -1.1037, df = 7.2499, p-value = 0.305
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -10.216713   3.683379
sample estimates:
mean of x mean of y 
  97.4000  100.6667 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.68"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.68"]
t = 0.61826, df = 7.5505, p-value = 0.5546
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -4.799319  8.265985
sample estimates:
mean of x mean of y 
 97.40000  95.66667 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.35"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.35"]
t = 2.9043, df = 7.9632, p-value = 0.01986             # signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
  1.506019 13.160647
sample estimates:
mean of x mean of y 
 97.40000  90.06667 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.37"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.37"]
t = -0.19372, df = 6.9878, p-value = 0.8519
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -7.926562  6.726562
sample estimates:
mean of x mean of y 
     97.4      98.0 
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> t.test(d["N1.01"],d["MT.67"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.67"]
t = 0.24383, df = 7.677, p-value = 0.8138
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -5.684757  7.018091
sample estimates:
mean of x mean of y 
 97.40000  96.73333 
T-Test MT-29-249 und MT-35-330 Bildung von Lufthyphen
> d <- read.table(file="d_MT-29_MT-35_Lufthyphen.txt",sep="\t",dec=".",header=TRUE)
> Messwerte
     N1.01 MT.29.249 MT.36.300 MT.68.553 MT.35.330 MT.37.408 MT.67.552
1 13.66667  16.00000  12.66667  11.33333  7.000000  12.00000  14.00000
2 14.33333  12.33333  11.33333  12.33333  6.666667  12.33333  13.33333
3 17.00000  13.33333  12.00000  13.00000  4.333333  13.66667  12.00000
4 11.66667  11.33333  11.66667  12.33333  6.666667  10.33333  13.00000
5 12.66667  10.33333  11.33333  11.00000  5.000000  11.00000  10.00000
> t.test(d["N1.01"],d["MT.29.249"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.29.249"]
t = 0.90396, df = 7.9589, p-value = 0.3926
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -1.863946  4.263946
sample estimates:
mean of x mean of y 
 13.86667  12.66667 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.36.300"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.36.300"]
t = 2.2031, df = 4.6052, p-value = 0.08343
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -0.4082804  4.5416137
sample estimates:
mean of x mean of y 
 13.86667  11.80000 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.68.553"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.68.553"]
t = 1.914, df = 5.2706, p-value = 0.1108
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -0.602072  4.335405
sample estimates:
mean of x mean of y 
 13.86667  12.00000 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.35.330"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.35.330"]
t = 7.5641, df = 6.467, p-value = 0.000193            # höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
  5.411255 10.455412
sample estimates:
mean of x mean of y 
13.866667  5.933333 
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> t.test(d["N1.01"],d["MT.37.408"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.37.408"]
t = 1.8677, df = 6.7694, p-value = 0.1055
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -0.5496864  4.5496864
sample estimates:
mean of x mean of y 
 13.86667  11.86667 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.67.552"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.67.552"]
t = 1.2268, df = 7.5081, p-value = 0.257
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -1.261812  4.061812
sample estimates:
mean of x mean of y 
 13.86667  12.46667 
T-Test MT-42-279 und MT-43-286/287 Sporenbildung
> d <- read.table(file="d_MT-29_MT-35.txt",sep="\t",dec=".",header=TRUE)
> Messwerte
     N1.01 MT.29.249 MT.36.300 MT.68.553 MT.35.330 MT.37.408 MT.67.552
1 13.99733  27.33333  24.12167  20.92500  23.78750  31.02500  24.02850
2 14.21280  23.95400  28.45500  23.24350  27.20000  32.35808  25.16250
3 29.40050  26.83450  33.55083  18.91750  29.39100  30.92513  26.48583
4 34.11100  29.78250  25.08650  25.43175  29.76337  31.83775  29.90875
5 33.59950  38.75850  32.09625  38.75850  29.96300  27.74250  38.24150
> t.test(d["N1.01"],d["MT.29.249"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.29.249"]
t = -0.81997, df = 6.262, p-value = 0.4423
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -16.877665   8.340985
sample estimates:
mean of x mean of y 
 25.06423  29.33257 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.36.300"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.36.300"]
t = -0.73222, df = 5.3005, p-value = 0.4951
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -16.016178   8.820532
sample estimates:
mean of x mean of y 
 25.06423  28.66205 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.68.553"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.68.553"]
t = -0.068127, df = 7.5084, p-value = 0.9475
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -13.77896  12.99691
sample estimates:
mean of x mean of y 




        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.35.330"]
t = -0.62966, df = 4.5252, p-value = 0.5593
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -15.418705   9.505209
sample estimates:
mean of x mean of y 
 25.06423  28.02097 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.37.408"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.37.408"]
t = -1.237, df = 4.2495, p-value = 0.28
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -18.245421   6.818491
sample estimates:
mean of x mean of y 
 25.06423  30.77769 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.67.552"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.67.552"]
t = -0.70873, df = 6.3126, p-value = 0.5038
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -16.327863   8.925483
sample estimates:
mean of x mean of y 
 25.06423  28.76542 
> t.test(d["MT.29.249"],d["MT.35.330"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["MT.29.249"] and d["MT.35.330"]
t = 0.47038, df = 5.6284, p-value = 0.6558
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -5.621931  8.245114
sample estimates:
mean of x mean of y 
 29.33257  28.02097 
> t.test(d["MT.36.300"],d["MT.37.408"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["MT.36.300"] and d["MT.37.408"]
t = -1.0445, df = 5.4442, p-value = 0.3404
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -7.197134  2.965851
sample estimates:
mean of x mean of y 
 28.66205  30.77769 
> t.test(d["MT.68.553"],d["MT.67.552"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["MT.68.553"] and d["MT.67.552"]
t = -0.76257, df = 7.3356, p-value = 0.4695
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -13.480131   6.859798
sample estimates:
mean of x mean of y 
 25.45525  28.76542 
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> wt1 = c(82.1,90.5,95)
> wt1
[1] 82.1 90.5 95.0
> wt2 = c(96.5,93.2,98.2)
> wt2
[1] 96.5 93.2 98.2
> MT.29.1=c(95.9,93.4,100)
> MT.29.1
[1]  95.9  93.4 100.0
> MT.29.2=c(100,100,98.3)
> MT.29.2
[1] 100.0 100.0  98.3
> MT.36.1=c(100,94.9,100)
> MT.36.1
[1] 100.0  94.9 100.0
> MT.36.2=c(97,97.3,98.7)
> MT.36.2
[1] 97.0 97.3 98.7
> MT.68.1=c(96.7,89.6,96.5)
> MT.68.1
[1] 96.7 89.6 96.5
> MT.68.2=c(94.4,92.2,98.2)
> MT.68.2
[1] 94.4 92.2 98.2
> MT.35.1=c(22.2,19.1,29.7)
> MT.35.1
[1] 22.2 19.1 29.7
> MT.35.2=c(23.7,19.4,14.4)
> MT.35.2
[1] 23.7 19.4 14.4
> MT.37.1=c(81.9,62.8,61.2)
> MT.37.1
[1] 81.9 62.8 61.2
> MT.37.2=c(78.9,71.3,87.7)
> MT.37.2
[1] 78.9 71.3 87.7
> MT.67.1=c(89.1,94.5,98.9)
> MT.67.1
[1] 89.1 94.5 98.9
> MT.67.2=c(93.5,100,100)
> MT.67.2
[1]  93.5 100.0 100.0
> t.test(wt1,wt2,paired=TRUE)
        Paired t-test
data:  wt1 and wt2
t = -1.7717, df = 2, p-value = 0.2185
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -23.200197   9.666863
sample estimates:
mean of the differences 
              -6.766667 
> t.test(MT.29.1,MT.29.2, paired = TRUE)
        Paired t-test
data:  MT.29.1 and MT.29.2
t = -1.2203, df = 2, p-value = 0.3467
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -13.577294   7.577294
sample estimates:
mean of the differences 
                     -3 
> t.test(MT.36.1,MT.36.2, paired = TRUE)
        Paired t-test
data:  MT.36.1 and MT.36.2
t = 0.3973, df = 2, p-value = 0.7295
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -6.225466  7.492133
sample estimates:
mean of the differences 
              0.6333333 
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> t.test(MT.68.1,MT.68.2, paired = TRUE)
        Paired t-test
data:  MT.68.1 and MT.68.2
t = -0.4427, df = 2, p-value = 0.7013
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -7.146093  5.812759
sample estimates:
mean of the differences 
             -0.6666667 
> t.test(MT.35.1,MT.35.2, paired = TRUE)
        Paired t-test
data:  MT.35.1 and MT.35.2
t = 0.83162, df = 2, p-value = 0.4931
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -18.78208  27.78208
sample estimates:
mean of the differences 
                    4.5 
> t.test(MT.37.1,MT.37.2, paired = TRUE)
        Paired t-test
data:  MT.37.1 and MT.37.2
t = -1.2425, df = 2, p-value = 0.34
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -47.60299  26.26966
sample estimates:
mean of the differences 
              -10.66667
> t.test(MT.67.1,MT.67.2, paired = TRUE)
        Paired t-test
data:  MT.67.1 and MT.67.2
t = -2.7735, df = 2, p-value = 0.1091
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -9.354926  2.021593
sample estimates:
mean of the differences 
              -3.666667 
Keimlingsinteraktionen MT-29-249 und MT-35-330 nach 4h
> d <- read.table(file="d_Interaktionen_MT-29_MT-
35_4h.txt",sep="\t",dec=".",header=TRUE)
> Messdaten
     N1.01 MT.29.249 MT.36.300 MT.68.553 MT.35.330 MT.37.405 MT.67.552
1 82.90598  95.90164 100.00000  96.69421  22.22222  81.87500  89.09091
2 90.51724  93.44262  94.85294  89.56522  19.13043  62.79070  94.54545
3 95.00000 100.00000 100.00000  96.52174  29.66102  61.15702  98.90110
> t.test(d["N1.01"],d["MT.29.249"])
WT mit Teststämmen vergleichen
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.29.249"]
t = -1.737, df = 3.0811, p-value = 0.1784
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -19.562447   5.615089
sample estimates:
mean of x mean of y 
 89.47441  96.44809 
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> t.test(d["N1.01"],d["MT.36.300"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.36.300"]
t = -2.2447, df = 2.895, p-value = 0.1137
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -21.560739   3.940928
sample estimates:
mean of x mean of y 
 89.47441  98.28431 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.68.553"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.68.553"]
t = -1.1289, df = 3.4801, p-value = 0.3307
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -17.283996   7.712032
sample estimates:
mean of x mean of y 
 89.47441  94.26039 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.35.330"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.35.330"]
t = 13.958, df = 3.9421, p-value = 0.0001674              # höchst Signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 52.63737 78.96900
sample estimates:
mean of x mean of y 
 89.47441  23.67122 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.37.405"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.37.405"]
t = 2.7714, df = 3.0441, p-value = 0.06835
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -2.899495 44.633163
sample estimates:
mean of x mean of y 
 89.47441  68.60757 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.67.552"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.67.552"]
t = -1.0387, df = 3.8235, p-value = 0.3601
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -17.512215   8.102723
sample estimates:
mean of x mean of y 
 89.47441  94.17915 
Keimlingsinteraktionen MT-29-249 und MT-35-330 nach 6h
[Workspace loaded from G:/NEU_ab2016/JuliaI/R/Keimlingsinteraktionen_MT-29_MT-35/.RData]
> d <- read.table(file="d_Interaktionen_MT-29_MT-
35_6h.txt",sep="\t",dec=".",header=TRUE)
> Messdaten
     N1.01 MT.29.249 MT.36.300 MT.68.553 MT.35.330 MT.37.405 MT.67.552
1 96.55172 100.00000  97.03704  94.39252  23.72881  78.94737  93.54839
2 93.22034 100.00000  97.31544  92.52336  19.37984  71.30984 100.00000




        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.29.249"]
t = -2.184, df = 2.602, p-value = 0.1305
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -8.903253  2.032853
sample estimates:
mean of x mean of y 
 95.99009  99.42529 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.36.300"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.36.300"]
t = -1.0895, df = 2.4765, p-value = 0.3705
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -7.267749  3.890134
sample estimates:
mean of x mean of y 
 95.99009  97.67889 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.68.553"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.68.553"]
t = 0.41947, df = 3.9238, p-value = 0.6968
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -5.308504  7.181010
sample estimates:
mean of x mean of y 
 95.99009  95.05383 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.35.330"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.35.330"]
t = 25.076, df = 3.0889, p-value = 0.0001133               # höchst signifikant
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 67.22355 86.40791
sample estimates:
mean of x mean of y 
 95.99009  19.17436 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.37.405"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.37.405"]
t = 3.3711, df = 2.3803, p-value = 0.06092
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -1.66017 35.02139
sample estimates:
mean of x mean of y 
 95.99009  79.30948 
> t.test(d["N1.01"],d["MT.67.552"])
        Welch Two Sample t-test
data:  d["N1.01"] and d["MT.67.552"]
t = -0.71469, df = 3.5262, p-value = 0.5192
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence interval:
 -9.482056  5.763305
sample estimates:
mean of x mean of y 
 95.99009  97.84946 
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